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TOCHIN IN METZTIC

Yohualtotomeh

inchan omanqueh:
cenca quiahuia yohualnepantla.
In ihcuac oyahqueh in tlilmixtli,
yohualtotomeh patlantinemih,
azo quittayah tochin in metztic.

Nehhuatl huel oniquimittac
in yohualtotomeh
ihuan tochin in metztic.

EL CONEJO EN LA LUNA

Los pdjaros de la noche

se quedaron en su casa;
mucho llovia a la mitad de la noche.
Cuando las nubes negras se fueron,
los pdjaros estuvieron revoloteando,

tal vez veian al conejo en la Luna.
Yo pude contemplar
a los pajaros de la noche
y también al conejo en la Luna.

Al

Autor: Miguel Leén Portilla
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RESUMEN

Esta investigacion presenta el primer estudio de la comunidad bacteriana antes, durante y
después del fendmeno de emblanquecimiento (Whiting event) y la primera evaluacion de la
composicion del procarioplancton del lago Atexcac. Este fendmeno se debe a la formacion de
microcristales de carbonato de calcio en el agua, lo que provoca una coloracién blanquecina en el
agua y una reduccion de la zona eufdtica, este evento se presenta tanto en ambientes marinos
como cuerpos acuaticos interiores. La duracion y frecuencia de este fendmeno pueden
relacionarse con el calentamiento global, por lo que su estudio es de vital importancia.

A través de la técnica de CARD-FISH se identificaron los taxa bacterianos de mayor importancia en
los sistemas acudticos. Se encontré que la comunidad bacteriana en el lago Atexcac estuvo
dominada por organismos del dominio Bacteria principalmente por la clase Alfaproteobacteria y
especificamente por los géneros LD12 y Paracoccus. Ademads, se encontraron cambios en la
densidad de las clases Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria en relacidon con los cambios en
las formas predominantes de carbono. Se observd también, un florecimiento de picoplancton
autotrdfico (filo Cyanobacteria) durante el fendmeno de emblanquecimiento en el epilimnion.

De acuerdo con los cambios en la composicion de la comunidad bacteriana se propone el
mecanismo por el cual la actividad bacteriana, autotrofica y heterotréfica, desencadena y participa
activamente en la precipitacién de carbonatos y se descarta la posibilidad de que el fendmeno de
emblanquecimiento en el sistema se deba a causas Unicamente inorganicas.

Palabras clave: fendmeno de emblanquecimiento, precipitacion de carbonatos, comunidad
bacteriana, procarioplancton, ciclos biogeoquimicos.



INTRODUCCION

Desde que se originaron los primeros organismos, la actividad bioldgica ha modelado las
caracteristicas del medio ambiente a través del consumo de nutrientes, intercambio gaseoso,
arresto de materiales y modificacion quimica de diferentes sustratos. Un claro ejemplo del
impacto de la actividad de los seres vivos es el cambio de una atmdsfera reductora a una oxidante,
producido por las cianobacterias (Holland, 1984). Durante décadas se ha llevado a cabo el estudio
de los procesos biolégicos que podrian contener las claves de la evolucién quimica de la atmdsfera
y la hidrésfera; ademas de la relacidon de estos procesos con los cambios estructurales en la
biosfera (Kazmierczak et al., 2011). Hasta el momento se sabe que la vida se originé en el agua y
gue éste medio es el que mantiene la vida, ya que todos los organismos la requieren y para
muchos representa su habitat. El papel que juegan los microorganismos en los cuerpos acuaticos
es fundamental para determinar la composicién quimica del sistema y el impacto de esta fuerte
actividad bioldgica se puede extender incluso al nivel global (Cotner & Biddanda, 2002).

El analisis de los ambientes mds representativos del planeta indica que los microorganismos se
distribuyen principalmente en tres sistemas: el agua de los mares, el suelo y el estrato
subsuperficial de los sedimentos (Delille et al., 1997; Sdnchez-Andrea et al., 2011; Zinger et al.,
2011; Van Elsas et al., 2012). Hasta el momento se desconoce el niumero total de especies
bacterianas presentes en la naturaleza (Whitman et al., 1998). Sin embargo, el nimero de
especies descritas oficialmente asciende a 10,599 y tal cifra incrementa anualmente (Parte, 2013).
Ademas de esta gran diversidad, que no ha sido analizada, los microorganismos representan la
mayor parte de la biomasa total del planeta y canalizan una gran cantidad de la materia y energia
a niveles troficos superiores (Cole, 1999; Piqueras, 2010).

Debido a su enorme abundancia, los microorganismos constituyen los mayores reservorios de
carbono y de nitrégeno en el planeta (Whitman et al., 1998; Jiao et al., 2010). De tal forma que las
tasas de reciclado de carbono (C) y nitrégeno (N) en la escala global, estdn determinadas por la
actividad microbiana, ya sea de forma directa mediante degradacién hidrolitica de compuestos
organicos, o indirecta modificando la retencidn o movimientos de los nutrientes (Ehrlich, 1998). La
comunidad microbiana procarionte es un elemento fundamental de la estructura funcional de los
ecosistemas, debido a sus exclusivas rutas metabdlicas y elementos moleculares especificos
(Falkowski, 1994); que les permiten actuar como componentes funcionales Unicos dentro de los
ciclos biogeoquimicos de mayor relevancia para la dindmica del planeta como los ciclos del C, N,
fosforo (P) y azufre (S) (Sorokin et al., 2014).

En la actualidad, la importancia del ciclo del C ha cobrado mayor fuerza, como resultado del
aumento de la temperatura del planeta por el efecto invernadero (Kondratyev & Varotsos, 1995).
Diferentes estudios han demostrado que la contribucion de los lagos, rios y embalses al flujo
global del carbono es comparable a la realizada por el suelo o el océano (Battin et al., 2009). Pese
a que los sistemas acuaticos epicontinentales representan una pequefia fraccion de la superficie
terrestre (Downing et al., 2006) la capacidad que podrian tener para transportar, transformar y
almacenar materiales estaria desproporcionada (Tranvik et al., 2009) y podrian hasta cierto punto,
modificar el clima, no sélo localmente, sino a una escala mayor (Cole et al., 2007). Como resultado



de su tamano, la sensibilidad de los lagos, rios y otros cuerpos de agua es mucho mayor ante los
cambios del medio ambiente como son el aumento de temperatura atmosférica, la precipitacién y
la evaporacién. Por lo que son puntos clave para el estudio del impacto del calentamiento global
(Williamson et al., 2008; Adrian et al., 2009).

Un componente significativo del ciclo del C es la formacién mineral de carbonato de calcio, ya que
es un paso intermedio entre la formacion de sedimentos carbonatados y el arresto de carbono en
océanos, lagos, agua superficial y subterranea (Dittrich & Obst, 2004; Higgins et al., 2009). La
biomineralizacién de carbonatos es la formacién de carbonatos como resultado de la actividad
bioldgica; siendo uno de los principales procesos que regulan los niveles de didxido de carbono
(CO,) en la atmodsfera (Bundeleva et al., 2012).

El emblanquecimiento, fendmeno de emblanquecimiento o fendmeno blanco (Whiting o Whiting
event segln Bathurst (1975)) es un fendmeno que se ha observado en agua dulce y los océanos de
regiones tropicales y subtropicales, durante el cual ocurre la precipitacion de pequefias particulas
de carbonato de calcio (CaCOs;) (cristales de 1-2 um de didmetro) cuya saturacidn en la superficie
del sistema genera una coloracién blanquecina en el agua, a la que debe su nombre dicho
fendmeno. La precipitacidon de carbonatos se ha explicado principalmente a través de dos vias, una
sostiene que la precipitacidn es un proceso espontaneo en el agua y otra que implica un cierto
nivel de accion bioldgica necesaria para desencadenar la precipitaciéon (Thompson et al., 1997;
Kienel et al., 2009). La primera ruta para explicar el emblanquecimiento se trata de un proceso
inorganico en el que se presenta la precipitacion de carbonatos como una respuesta a los cambios
en la temperatura del agua y en la actividad de los iones relacionados con los cambios climaticos
estacionales que generan condiciones fisico-quimicas favorables (Otsuki & Wetzel, 1974; Garcia
Ruiz, 1998; Shiraishi, 2012). Sin embargo, se ha demostrado que el proceso de formacién de
carbonatos no debe ser descrito solamente desde el punto de vista inorgdnico sino que debe estar
relacionado con la actividad bioldgica durante eventos especificos en un sistema (Thompson et al.,
1997; Hodell et al., 1998; Sondi & Juracié¢, 2010).

El componente autotrdfico de la comunidad procarionte ha sido considerado el principal agente
responsable de la precipitacién de carbonatos en los cuerpos acudticos (Thompson et al., 1997,
Kosamu & Obst, 2009; Shiraishi, 2012). Por otro lado hay estudios que sefalan la importancia de la
actividad de las bacterias heterotroficas por favorecer o provocar, y realizar el emblanquecimiento
del agua (Arp et al., 1999; Thompson, 2000; Tribovillard et al., 2010). Desde un punto de vista mas
integral, donde se enlazan las fracciones heterotréficas y autotréficas como modeladoras de las
condiciones quimicas del medio acudtico, se han propuesto tres posibles mecanismos mediante
los cuales el procarioplancton se relaciona con el proceso de mineralizacidon del carbonato de
calcio:

1) La induccidn bioldgica de la precipitacion debida a cambios quimicos en el medio circundante
de la pared celular por efecto de la remocién de CO, durante la fotosintesis (Thompson et al.,
1997; Shiraishi, 2012).



2) La mineralizacidn biolégicamente controlada donde la superficie de la célula funciona como un
sitio de la nucleacién o bien, de forma intracelular como se ha descubierto recientemente (Bosak
& Newman, 2003; Kosamu & Obst, 2009; Couradeau et al., 2012).

3) La liberacion de calcio (Ca) del mucilago de las cianobacterias o de los exopolimeros de su pared
celular (Spadafora et al., 2010).

En lagos de aguas duras (dureza total >120 mg CaCO; - L?) se ha estudiado la precipitacién de
carbonatos desde hace algunas décadas obteniéndose resultados muy diversos (Ktichler-Krischun
& Kleiner, 1990). En algunos de estos sistemas, la carga del sodio (Na) es equivalente o mayor a la
de carbonatos y bicarbonatos; por lo que, son denominados lagos sédicos (Grant, 2006). La
elevada alcalinidad, salinidad y pH, hace que estos sistemas presenten condiciones quimicas muy
particulares bajo las cudles se favorece una gran abundancia y diversidad de grupos bacterianos, lo
gue genera una gran cantidad de procesos fisioldgicos distintos que se relacionan con el reciclado
de nutrientes y la incorporacion de sustratos inorgdnicos a la cadena tréfica (Sorokin et al., 2014).
Esta actividad bacteriana al estar relacionada con los ciclos biogeoquimicos, sitia a los lagos
sodicos como laboratorios naturales (Sorokin et al., 2014).

El estudio del componente microbiano esta sesgado, debido la dificultad de manejar directamente
a los organismos (Casamayor, 2010). Sin embargo, el desarrollo de nuevas técnicas moleculares ha
permitido nuevos acercamientos al estudio de los microorganismos en diferentes sistemas.

Muchos de los procesos que han sido descritos en el océano, han sido estudiados en los cuerpos
epicontinentales y se han extrapolado la funcidn de los diferentes grupos bacterianos del océano a
dichos cuerpos acuaticos interiores (Glockner et al., 1999). Los constantes esfuerzos para obtener
resultados mads detallados sobre la abundancia, distribucién y composicién de la comunidad
bacteriana, asociada con las caracteristicas fisicas y pardmetros quimicos de diferentes sistemas
naturales han favorecido la aparicion de técnicas como la hibridacién fluorescente in situ de
bacterias (Fluorescence in situ hybridization, FISH) (Glockner et al., 2000; Urbach et al., 2001). Esta
técnica molecular que emplea sondas de oligonucledtidos especificos es ampliamente utilizada en
la ecologia microbiana (Bryukhanov et al., 2011; Hesham & Alamri, 2012). La técnica de FISH-CARD
(Fluorescence In situ Hybridization and Catalyzed Reporter Deposition) desarrollada por Pernthaler
et al. (2002) para ambientes marinos fue modificada por Sekar et al. (2003) para ser aplicada en
cuerpos de agua interiores. Las modificaciones realizadas permitieron un mayor rango de
deteccion bacteriana en el procedimiento; por lo que, la determinacién de los grupos bacterianos
presentes en la columna de agua se ha vuelto una tarea mds cercana a la realidad.

El uso de esta novedosa técnica ha permitido la determinacién de la composicion de la comunidad
bacteriana en un momento especifico combinado con la determinacién de otras variables
limnoldgicas de forma simultanea ofrece un enfoque integral para el estudio de los sistemas
acuadticos. Por lo tanto, determinar la composicidon de la comunidad bacteriana en el marco de
investigacion del fendmeno de emblanquecimiento hace de este trabajo un aporte de alto
impacto para la Limnologia y particularmente para el estudio de este fendmeno, con implicaciones
a largo plazo que todavia no conocemos.



ANTECEDENTES

El estudio de la comunidad bacteriana ha sido de particular importancia desde el momento en el
gue la comunidad bacteriana se fue colocada como el componente basal de la cadena tréfica en
los sistemas acuaticos (Azam et al., 1983). Azam et al. (1983) propusieron que la comunidad
bacteriana es la principal responsable de la reincorporacion de nutrientes y a su vez, permite la
integracién de estos nutrientes a niveles superiores de la cadena trofica.

Aungue comUnmente se asocia a los organismos procariontes con la descomposicion de materia
organica, estos microorganismos participan activamente en los ciclos biogeoquimicos. Uno de los
taxa procariontes de mayor importancia en los sistemas acuaticos, son las cianobacterias
(procariontes que realizan la fotosintesis oxigénica). En ambientes con un bajo nivel tréfico, las
cianobacterias de menor tamafio (< 2 um de didmetro), conocidas como picocianobacterias (Pcy)
generan el mayor aporte a la biomasa y la productividad primaria (Callieri & Stockner, 2000, 2002);
ya que, gracias a su tamafio reducido, presentan una mayor facilidad para aprovechar los recursos
(nutrientes y luz) bajo condiciones limitantes para otros grupos (Raven, 1998).

El estudio de los organismos con base en la secuenciacion de la subunidad ribosomal 16S ha hecho
posible la clasificacion de los organismos en tres dominios diferentes (Woese et al., 1990). Sin
embargo, las bacterias carecen de una clasificacidn oficial (Parte, 2013), pero su nomenclatura y
sistematica se mantienen bajo un consenso estricto (Lapage et al., 1992; Garrity et al., 2004).

El dominio Bacteria alberga a organismos que se ha observado que llevan a cabo funciones
importantes en la columna de agua en sistemas marinos y de agua dulce como son los procesos de
nitrificacion, desnitrificacion y la reduccion y oxidacion del azufre (Cole, 1999; Cotner & Biddanda,
2002; Wu et al., 2006; Sorokin et al.,, 2014). Ademds, se ha observado que algunos taxa
bacterianos mantienen relaciones funcionales estrechas con otros grupos plancténicos (zoo vy
fitoplancton), manifestando cambios en su abundancia, biomasa y caracteristicas morfolédgicas en
respuesta a la depredacién y florecimientos algales (Newton et al., 2011).

Ademas del filo Cyanobacteria, dentro del dominio Bacteria se encuentran agrupadas bacterias
heterotréficas como los fila Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Planctomycetes cuya
presencia y funcién dentro de los cuerpos acuaticos es ampliamente reconocida (Kowalchuk et al.,
1997; Cottrell & Kirchman, 2000; Zwart et al., 2002; Fuerst, 2004; Lemarchand et al., 2006; Ghai et
al., 2014)

Dentro del dominio Archaea han resaltado los organismos cuya capacidad principal radica en
proliferar en ambientes con condiciones extremas de temperatura y salinidad (Woese et al., 1990;
Brochier-Armanet et al., 2008). Sin embargo, recientemente se ha descrito a un grupo de arqueas
gue proliferen en sistemas que no presentan condiciones extremas y cuya principal funcion radica
en la oxidacion de compuestos de nitrogeno (Callieri et al., 2015). Ademas, las arqueas realizan la
metanogénesis, que se considera el proceso final de la descomposicion de la materia organica.

En esta investigacion se incluyeron los taxa procariontes de mayor importancia ecolégica para los
sistemas acudticos (Diagrama 1).



Diagrama 1. Clasificacion taxondmica de los grupos bacterianos estudiados en este trabajo. Los taxa analizados se
muestran en negritas.
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HIPOTESIS

Se encontrard una mayor densidad de procariontes fotoautotréficos en el estrato
superficial de la columna de agua por la relacién entre la fotosintesis oxigénica y la
nucleacion de carbonatos.

Se espera observar un cambio en la composicion del procarioplancton durante el
fendmeno blanco como resultado tanto de la participacion de uno o mas taxa
heterotréficos en la nucleacion como efecto del cambio en las formas de carbono en el
agua.

La disponibilidad de materia orgdnica y de nutrientes en la termoclina favoreceran una
mayor diversidad y abundancia de grupos procariontes heterotréficos y autotréficos en la
profundidad donde se encuentre el mayor gradiente de densidad.

La cantidad de carbonato de calcio que precipite como resultado del evento blanco
respondera fundamentalmente a factores fisico-quimicos como el incremento de la
temperatura del agua, cambios en el pH y en la conductividad eléctrica.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la estructura, composicidon, biomasa y variacion espacio-temporal de taxa
procariotas, antes, durante y después del fendmeno de emblanquecimiento en el lago
Atexcac y su relacién con la dindmica limnolégica.

Objetivos particulares:

Determinar la variaciéon espacio-temporal de la abundancia de los Dominios Archaea vy
Bacteria, asi como de algunos grupos bacterianos especificos antes, durante y después del
fendmeno de emblanquecimiento.

Evaluar la variacion del plancton procariota autotrofico y heterotréfico en el lago Atexcac
durante el periodo de estudio.

Estimar la importancia de los grupos procariontes en los ciclos biogeoquimicos.



METODO

Zona de estudio y muestreo

El lago Atexcac (19°20°04.65” N y 97°26°57.48” W) es uno de seis lagos tipo maar, también
llamados Axalapascos los cuales, se ubican en la cuenca Oriental, en el estado de Puebla. La
cuenca Oriental se localiza entre el Eje Neovolcanico Transmexicano (ENV) y la Sierra Madre
Oriental (SMO) en al altiplano mexicano. En esta regién el régimen de precipitacion pluvial (400
mm, media anual) es superado por la tasa de evaporacién (500-600 mm, media anual) lo que
provoca un déficit de agua (Alcocer et al., 2005). La temperatura media anual es de 12.9 ° C.

El lago Atexcac se encuentra a un costado del poblado San Luis Atexcac, en la regién de los Llanos
de San Juan, al norte de las montaias Las Derrumbadas y en el extremo suroeste de la sierra de
Techachalco a una altitud de 2340 m s.n.m. (Figura 1). El lago se ubica dentro de un crater,
compuesto principalmente por material de origen volcdnico, con una profundidad total de 160 m
cuyas paredes poseen una pendiente muy pronunciada (Carrasco-Nufiez et al., 2007). El lago tiene
39 m de profundidad maxima y una superficie de 0.31 Km?, albergando un volumen de 6.5
millones de m? (Arredondo-Figueroa et al., 1983). La composicién quimica del agua estd dominada
por iones sodio y cloro, presentdndose una salinidad de 6.086 mg L™, una elevada alcalinidad de
1501 mg CaCO; L™ (Armienta et al., 2008) y un pH que varia de 8.1 a 9.3. Estas caracteristicas del
lago lo clasifican como un lago sddico segun los criterios de Grant (2006).

Muestreo

Se realizaron muestreos mensuales en el lago Atexcac a partir del mes de febrero del 2014 para
detectar el fenédmeno de emblanquecimiento, dado que este evento se presentdé en el mes de
septiembre, las muestras utilizadas en este trabajo fueron las correspondientes a los meses de
agosto, septiembre y octubre del afio 2014, considerados como el antes, durante y después del
evento de emblanquecimiento. Se tomaron muestras de agua con una botella toma muestras tipo
Van Dorn de 3 L de capacidad en una sola estacidon que corresponde a la zona mas profunda del
lago en intervalos de 5 m aproximadamente, a partir de la superficie considerando el epilimnion,
metalimnion e hipolimnion cuyos limites fueron establecidos con base en los perfiles de
temperatura y oxigeno disuelto. Los perfiles verticales se determinaron in situ con un oximetro
digital HACH hg-140 con sensor LBDO 101 (Light Dissolved Oxygen, + 0.2 mg - L™, HACH). Se
establecié la profundidad eufdtica como el promedio de la visibilidad al disco de Secchi
multiplicado por la constante de Margalef (1983) de 3.5.

Mediciones in situ

Se tomaron muestras de 1 L de agua, para la determinacion in situ de conductividad, alcalinidad,
dureza de calcio y dureza total por métodos colorimétricos (APHA, 2012). Se midié el pH de las
muestras utilizando un potenciometro digital tipo pluma (+0.1, PHMETER); mientras que la
conductividad y cantidad de sdlidos disueltos se midieron con un sensor multiparametro CORNING
(x0.01 mS - cm™ y #0.01 g - L™ respectivamente, CORNING, USA). Adicionalmente se tomaron
muestras de 125 ml de agua, en las mismas profundidades, y fueron fijadas con 6.75mL de



solucion de formaldehido libre de particulas (concentracion final 2% [Vol/Vol]) para realizar
diferentes analisis de la componente microbiana.

Figura 1. Derecha: Localizacion geografica del lago Atexcac en la cuenca Oriental, estado de Puebla. Izquierda: Vista
aérea del lago sefalando la estacion de muestreo.

Procesamiento de muestras
Con las muestras tomadas en botellas de 1 L se determind la concentracién de fdsforo soluble
reactivo (FSR), fésforo total (FT), amonio, nitritos, nitratos, sulfatos y silicatos a través de métodos
colorimétricos (APHA, 2012).

Densidad y Biomasa del picoplancton autotréfico y heterotréfico

La abundancia del picoplancton total (PPT) (picoplancton autotréfico y heterotréfico),
previamente fijado fue evaluada por conteos directos en membranas negras de policarbonato
(didametro de poro: 0.2 um), tefiidas con DAPI (por su nombre IUPAC en inglés: 4°,6-diamidino-2-
phenylindole) y montadas en aceite de inmersién. El picoplancton autotréfico (APP) fue
concentrado en membranas blancas de policarbonato (didametro de poro: 0.2 um) y se realizaron
conteos directos por autoflorescencia en un microscopio de epifluorescencia (Leica, Alemania). Se
utilizé el filtro CY3, que es permeable al espectro de luz de color verde, para obtener una
fluorescencia maxima de las células. El picoplancton heterotréfico (PPH) se calculé como la
diferencia entre el PPT y el PPA.

Por otra parte, la biomasa bacteriana fue evaluada para las profundidades de muestreo utilizando
fotografias de las muestras marcadas con DAPI y fotografias de las preparaciones de APP que
fueron tomadas con una camara digital a color (Canon S45). Las imagenes se analizaron con el
software Imagel (USA) con macros de aproximaciéon de volumen adicionales. El contenido de
carbono orgdnico celular para el PPH se calculd de acuerdo con la férmula alométrica de Loferer-
KroBbacher et al. (1998) al ser la mas adecuada para muestras tefidas con este fluorocromo
(Posch et al., 2001) y para el PPA de acuerdo al volumen celular multiplicado por la constante de
Weisse (1993).



CARD-FISH
La técnica de hibridacion in situ se llevé a cabo con base en el protocolo establecido por Pernthaler
et al. (2002) y las modificaciones al mismo elaboradas por Sekar et al. (2003).

En el laboratorio se filtraron al vacio de 20 a 25 mL de las muestras fijadas con solucién de
formaldehido, en un plazo menor a 24 horas de realizado el muestreo, con una unidad de
filtracion (Milipore) utilizando una membrana de policarbonato de 0.2 um de tamafio de poro
para concentrar las bacterias y una membrana de policarbonato de 0.45 um como membrana de
soporte. Los filtros se enjuagaron con 5mL de agua Mili-Q (MQ) y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Las membranas se filtraron por duplicado, un juego de membranas se utilizé para llevar
a cabo la técnica y el otro se almacend a -20 °C para realizar repeticiones en caso de ser
necesarias.

Incrustacidn y pre-tratamiento enzimatico

Se prepard una solucién de agarosa al 0.1% y se calenté en un horno de microondas hasta una
temperatura aproximada de 40° C. Las membranas de policarbonato se sumergieron en la solucion
de agarosa y se colocaron en cajas de Petri a una temperatura de 30° C dentro de una campana
hasta que se secaron por completo. Los filtros fueron removidos de las cajas afladiendo 1.5 ml de
etanol (EtOH) con una micropipeta y se dejaron secar nuevamente a temperatura ambiente.

Una vez secas, las membranas se incubaron en una solucién de acido clorhidrico 0.01 M durante
10 min a temperatura ambiente, enseguida, se lavaron con solucidn bufer de fosfato (SFB) y agua
MQ.

Las membranas fueron incubadas en una solucién de lisozima, preparada al momento, durante
una hora a 37° C. Transcurrido este periodo se lavaron las membranas con bufer SFB y agua MQ.

Posteriormente, se cortd una seccidn equivalente a 1/8 de cada membrana para llevar a cabo un
tratamiento enzimatico distinto para esta pieza, que consistié en incubarlas en una solucién de
acromopeptidasa, preparada al momento, durante 30 min a 37 °C. El resto de la membrana fue
incubada en una soluciéon de Proteinasa K durante 30 min a 37° C. Finalmente se lavaron las
membranas con MQ y EtOH y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Hibridacion y amplificacion de la seiial de tiramida

Después del tratamiento enzimatico las membranas fueron cortadas en secciones del mismo
tamafio formando banderines. Los fragmentos tratados con acromopetidasa se cortaron en dos
secciones y el resto de la membrana se dividid en catorce secciones. Uno de los fragmentos
tratados con acromopetidasa y dos de los que fueron tratados con Proteinasa K se almacenaron
para ser utilizados en caso de que fuera necesario realizar alguna repeticidén. Las secciones de los
filtros se etiquetaron con l4piz indicando la profundidad de la provenian asi como el nimero de
seccion para organizarlos después en viales de 1.5 ml de tal manera que en cada vial se colocé una
seccion de membrana de cada profundidad.
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Una vez que se tuvieron organizados los banderines se mezclaron 300 ul de bufer de hibridacién y

2ul de la sonda a utilizar para cada vial (Tabla 1). Las sondas utilizadas de oligonucleétidos

marcados con peroxidasa de rdbano (HRP, Horseradish peroxidase) fueron elaboradas por encargo

en Thermo Fisher Scientific (Alemania). Se afiadié la solucién de hibridacidon a los viales y se

colocaron en un termorregulador (Thermomixer comfort, Eppendorf) durante 24 horas a 35 °C.

Tabla 1: Sondas de oligonucleétidos utilizadas para la hibridacion de los diferentes taxa bacterianos.

Sonda Especificidad* Secuencia Referencia
EUB I-1lI La mayoria de las bacterias, 5'-GCW GCC WCC CGW AGG AGW GT-3' Daims et al.
Dominio Bacteria, Orden (1999)
Planctomycetales, Orden
Verrucomicrobiales.
ARCH915 Dominio Archaea. 5'- GTG CTC CCC CGC CAATTCCT -3' Stahl &
Amann
(1991)
ALF968 Alfaproteobacteria, 5'- GGT AAG GTT CTG CGC GTT -3' Neef (1997)
excepto Rickettsiales.
BET42a**  Betaproteobacteria. 5'-GCCTTCCCACTTCGTTT -3' Manz et al.
(1992)
GAM42a** Gammaproteobacteria. 5'-GCCTTC CCA CATCGTTT -3' Manz et al.
(1992)
HGC-69a Actinobacteria. 5'- TAT AGT TAC CAC CGC CGT -3' Roller et al.
(1995)
CF3-19a La mayoria de las 5'-TGG TCC GTG TCT CAG TAC -3' Manz et al.
Flavobacterias, algunos (1996)
Bacteroidetes, algunos
Sphingobacteria.
LD12-121 Familia SAR11, Género 5’-CACAAG GCA GATTCC CACAT-3' Salcher et
Candidatus LD12. al. (2011)
PAR1457 Género Paracoccus. 5'- CTA CCG TGG TCC GCT GCC -3' Neef et al
(1996)
PLA886 Familia 5'-GCCTTG CGA CCATACTCCC-3' Neef et al.
Planctomycetaceae. (1998)
SRB385 La mayoria de los 5'-CGG CGT CGC TGC GTC AGG -3' Amann et
Desulfovibrionales y otras al. (1990)
Bacterias
CREN537 Filo Crenearchaeota 5'- TGA CCA CTT GAG GTG CTG -3' Teira et al.
(2004)
NON338 Sonda utilizada como 5'- ACT CCT ACG GGA GGC AGC -3' Amann et
control complementario a al. (1990)

EUB 338.

* Especificidad de las sondas actualizada de acuerdo con RDP base, consultado el 19/08/2015
** Sondas utilizadas con un oligonucledtido no marcado como competidor

Una hora antes de terminar el ciclo de hibridacion se prepard una solucion bufer de lavado que

fue calentada en bafio de agua hasta 37°C. Al término de la hibridacién, los banderines se lavaron
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con el bufer de lavado durante 20-30 minutos a 37°C y posteriormente se incubaron en soluciéon
bufer de fosfato con detergente Tritdn X-100® (SFBT) por 45 min a 37°C. Los banderines fueron
incubados en una solucion de tiramida marcada con el fluorocromo ALEXA-448 (Molecular
probes®, Life Technologies™) durante 30 min a 37°C en la oscuridad. Al final de esta incubacién se
elimind el exceso de liquido colocando rapidamente cada banderin en papel absorbente. Los
banderines fueron colocados en nuevos viales con SFBT y se incubaron en ésta solucién durante 15
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego de la incubacién, los banderines fueron
lavados con agua MQy EtOH en la oscuridad y a temperatura ambiente.

Finalmente, se dejaron secar los filtros en la oscuridad y fueron agrupados en cajas de Petri
indicando la sonda con la que fueron hibridados y la fecha de muestreo a la que correspondian.
Las cajas de Petri fueron envueltas en papel aluminio y se almacenaron a -20 °C hasta su conteo al
microscopio.

Conteo de células hibridadas

Las preparaciones de CARD-FISH fueron montadas en medio de montaje especial Vectashield con
DAPI (Linaris Biologische Produkte). Utilizando un microscopio de epifluorescencia (Leica,
Alemania) se contaron las células hibridadas utilizando el filtro azul y en el mismo campo, con el
filtro de luz ultravioleta, se contabilizaron las células totales marcadas con DAPI.

Analisis estadistico de datos

Se comprobd si los datos cumplian con los supuestos de normalidad a través de métodos
estadisticos como diagramas de probabilidad normal y analisis de varianza de Levene. Los datos de
biomasas y densidades bacterianas fueron transformados con la funcién logaritmo (log) para
cumplir con los supuestos de normalidad. En el caso de los datos que se ajustaron a la distribucidon
normal se realizaron pruebas de hipdtesis para determinar la existencia de diferencias
significativas entre las medias de diferentes muestreos, a lo largo de la columna de agua y en los
diferentes estratos durante los tres muestreos, empleando el analisis de varianza de Fisher
(ANOVA de una via). Cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad, se utilizé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. En caso de encontrar diferencias significativas para las pruebas
paramétricas se realizé el analisis de rangos multiples de Tukey. En el caso de las pruebas no
paramétricas se utilizaron diagramas de caja y bigote con muescas para determinar cudles grupos
de datos eran diferentes.

Para determinar la correlacién entre los parametros limnoldgicos y de los distintos grupos
bacterianos se utilizd un andlisis de correlacidon no paramétrica de Spearman.

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico STATGRAPHICS®
(Statgraphics plus™, Centurion XVI, Version 16.1.11).
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RESULTADOS

Hidrodindamica

De acuerdo con estudios realizados anteriormente en el Lago Atexcac se ha clasificado como
monomictico calido, de acuerdo con su dinamica térmica, de tal manera que el sistema presenta
un periodo de mezcla durante el invierno hemisférico y permanece estratificado durante el resto
del afio que equivale a un periodo de alrededor de ocho meses (Lewis, 1983; Arellano & Gonzales,
2011; Lagunas & Martinez, 2015).

El presente estudio fue realizado durante el periodo de estratificacion (de abril a noviembre de
2014). Correspondié de forma mas especifica a una parte de la estratificacion bien establecida
(agosto y septiembre) y al comienzo de la estratificacion tardia del sistema (octubre). Durante el
periodo de estudio que comprendid la estratificaciéon bien establecida, durante los meses de
agosto y septiembre, la columna de agua presentd un epilimnion con una profundidad promedio
de 13 m, un metalimnion de 6 m de profundidad aproximadamente, con un gradiente de
temperatura de 0.75 °C por metro de profundidad. Finalmente, el hipolimnion alcanzé una
amplitud de 14 m. Durante el comienzo de la estratificacion tardia el epilimnion alcanzé una
profundidad de 20 m, el metalimnion redujo su amplitud hasta 3 m con una mdaxima variacion de
temperatura de 0.4 °C por metro de profundidad. El hipolimnion se redujo a una amplitud de 10 m
en la columna de agua. La temperatura del agua fue desde 19.75 + 0.49 °C en la superficie hasta
los 16.6 £ 1.09 °C en el fondo del lago (Figura 2).

En los muestreos realizados durante la estratificacion bien establecida la concentracidén de oxigeno
disuelto en el agua fue de 7.2 + 0.1 mg O, - L' en el epilimnion, disminuyendo hasta 4 + 0.38 mg O,
- L™ en el metalimnion. El hipolimnion presenté una minima concentracidon de oxigeno con una
concentracién de 0.4 + 0.02 mg O, - L. En el mes de septiembre, en la estratificacion tardia la
concentracién de oxigeno disminuyd a lo largo de toda la columna de agua, presentando una
concentracién de 4.6 mg O, - L™ en el epilimnion y de 2.9 mg O, - L™ en el metalimnion mientras
que la concentracién en el hipolimnion se mantuvo en 0.4 mg O, - L™ (Figura 2).

La temperatura ambiental promedio durante los muestreos realizados fue de 19.4 + 0.75 ° C con
una nubosidad media del 20 % en promedio. En el mes de agosto, la penetracién de luz en la
columna de agua alcanzé una profundidad de 17 m, mostrando una notable reduccién durante el
mes de septiembre, alcanzando los 7.4 m de profundidad. Finalmente, la zona eufdtica se extendio
hasta los 11.7 m durante el mes de octubre (Figura 2).

Parametros fisico-quimicos

El pH en el sistema presentd una ligera y gradual reduccidon lo largo del tiempo de analisis, con
ligeras variaciones a lo lago de la columna de agua que alcanzaron valores de 9 a 9.2 unidades. La
salinidad (5.99 + 0.15 g - L") y conductividad (12.01 + 0.28 g - L") del lago presentaron una minima
variacion. La concentracién de sdlidos en disolucion se tomé como una medida directa de la
salinidad, obteniendo un valor de 599 + 0.11 g - L™ en los tres muestreos realizados. La
conductividad eléctrica del agua fue de 11.97 + 0.32 mS - cm™ hasta los 12.29 £ 0.15 mS - cm™ al
final del periodo de estudio (Figura 3).
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Figura 2. Perfiles verticales de oxigeno y temperatura durante el periodo de estudio. La barra de color verde
representa la profundidad de la zona eufética. Se muestran los estratos definidos para cada perfil sefialados
como E= epilimnion, M= metalimnion y H= hipolimnion.

De la determinacién de la dureza total del agua, interpretada como la concentracion de sales

formadas de la asociacién anidnica con cationes divalentes presentes en la muestra, presentd una

concentracién que va desde los 2834 a los 2878 mg CaCO; - L™ (Figura 3) lo que caracteriza

al

sistema como agua dura (Wetzel, 2001). Por lo que una minima parte de esta dureza correspondio
a los iones de Ca®" (83.42 + 29.07 mg CaCO; - L™Y). Por otra parte, la alcalinidad es un parametro,
gue representa la capacidad del agua para neutralizar un acido en funcién de la concentracidn de

aniones provenientes de sales de acidos y otras bases, estuvo dada por los carbonatos a lo largo
de este estudio. Durante el mes de agosto la alcalinidad de carbonatos fue de 787.5 + 74.79 mg

CO3 - L'y la alcalinidad de bicarbonatos fue de 341.25 + 108.82 mg HCO3 - L™.

Durante los muestreos de septiembre y octubre la alcalinidad de carbonatos se redujo y la de

bicarbonatos se incrementd, de tal forma que la alcalinidad en el mes de agosto fue de 683.3 *

38.8 mg CO3 - L'y 503.3 £ 68.31 mg HCO3 - L™ (Figura 3).
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Figura 3. A. Dureza total y dureza de calcio, promedio y desviacion estandar, en la columna de agua antes, durante y
después del evento de emblanquecimiento. B. Alcalinidad de carbonatos y bicarbonatos, promedio y desviacion
estandar, a lo largo de la columna de agua para el mismo periodo. En ambas graficas se muestra la variacion del pH
promediado a lo largo de la columna de agua.

Nutrientes

Durante el periodo de estudio la concentracion de fosforo total (FT) en el agua fue muy elevada,
en el mes de agosto la concentracion fue de 0.1 + 0.03 mg P - L. Mientras que en el mes de
octubre alcanzé una concentracién de hasta 0.23 + 0.07 mg P - L. Aunque la cantidad de fésforo
fue alta, la concentracion de fosforo disponible para los organismos, es decir, el fésforo soluble
reactivo (FSR) se encontré en una menor proporcién alcanzando una concentracion maxima de
0.004 + 0.001 mg PO; - L™ en los meses de agosto y septiembre. El FSR disminuyé en toda la
columna de agua en septiembre; por otro lado, durante y después del fendmeno de
emblanquecimiento la concentracidn de este nutriente en la columna de agua fue mayor,
alcanzando su maximo en octubre (Figuras 4 a y 4b).

Asi también, se determind la concentracién de tres formas quimicas diferentes del nitrégeno: los
nitratos (NO3), nitritos (NO3 ) y el amonio (NH, ). Se observé que la concentracidn de las formas
mas reducidas de nitrogeno fueron las dominantes en el lago. La concentracidn de nitratos en el
sistema fue maxima en el epilimnion e hipolimnion durante el mes de agosto y se redujo de forma
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contrastante a lo largo de todo el perfil durante los meses de septiembre y octubre. De manera
gue la concentracién de nitratos en la columna de agua en el mes de agosto fue de 0.098 + 0.221
mg NO3 - L™ y disminuyé hasta 0.003 + 0.002 mg NO3 - L' y 0.008 + 0.003 mg NO3 - L™ en el mes
de septiembre y octubre respectivamente (Figura 4 c).

En el mes de agosto, la concentraciéon de NO; se redujo a mayor profundidad en la columna de
agua mientras que en el mes de septiembre presentd un comportamiento inverso, encontrandose
la mayor concentracion de nitritos en el hipolimnion y disminuyendo gradualmente hacia estratos
inferiores en la columna de agua. Esta misma relacion se mantuvo durante el mes de octubre con
la particularidad de que la concentracién de este nutriente alcanzé concentraciones incluso dos
veces mas altas que en el mes de septiembre (Figura 4 d).

La concentracidn de amonio en el lago fue la forma mdas abundante de nitrégeno. La maxima
concentracion de éste nutrimento, 0.124 + 0.033 mg NH} - L™ se registré durante el mes de agosto
con una mayor acumulacidn en la zona del metalimnion. De forma inversa a la concentracion de
nitritos en el agua el amonio tuvo una reduccidn durante los meses de septiembre y octubre. La
minima concentracién de amonio se determind durante el mes de septiembre con una
concentracion de 0.006 + 0.002 mg NH, Ly se incrementd hasta los 0.049 + 0.021 mg NHy L en
el mes de octubre (Figura 4 e).

Por otro lado, la concentracién de sulfatos y silicatos en el lago fue muy elevada; mostrando una
minima variacién de ambos en los diferentes estratos de la columna de agua durante los meses de
agosto y octubre. Sin embargo, se observé una dsiminucion en la concentracién de ambos
nutrientes hacia el fondo del sistema durante el mes de septiembre (Figuras 4f y 4g).
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Densidad de PPH

Durante el mes de agosto se registrd la mayor densidad de picoplancton heterotréfico (PPH) en la
zona del metalimnion con una abundancia de 3 x 10° cél - ml™. Por otra parte, la densidad de PPH
en la zona del epilimnion e hipolimnion se observé un 22% por debajo de la maxima encontrada
en el metalimnion (Figura 5a.).

Durante el fendmeno de emblanquecimiento la densidad de PPH disminuydé en la zona del
epilimnion y metalimnion, aunque se mantuvo casi constante en la zona hipolimnética. De tal
forma que fue posible observar una relacién directamente proporcional entre la abundancia de
PPH y la profundidad, siendo el hipolimnion el estrato con una mayor concentracidon de
microorganismos, excepto durante el mes de agosto, cuando la maxima densidad de localizé en el
metalimnion. Después del fendmeno de emblanquecimiento se observé un incremento de la
densidad de PPH a lo largo de la columna de agua, manteniendo la misma tendencia que se
presenté durante el evento de emblanquecimiento, de tal forma que la abundancia de PPH en el
epilimnion y metalimnion fue de 2 x 10° cél - mI™y 3 x 10° cél - mlI™ respectivamente y de ~4 x 10°
cél - mI™ en la zona del hipolimnion (Figura 5a).

Densidad de PPA

La dindmica del picoplancton autotrofico (PPA) en el sistema a lo largo del presente estudio fue
distinta durante los tres muestreos realizados. Durante los meses de septiembre y octubre, la
mayor densidad de PPA se ubicd en el metalimnion y la minima en el hipolimnion (Figura 5b).

Durante el mes de septiembre, cuando se presenté el evento de emblanquecimiento, la mayor
densidad de PPA se observd en el epilimnion, alcanzando un valor de 375 x 10° cél - ml™. Por
debajo de este estrato, la presencia del PPA se redujo gradualmente hacia el hipolimnion. Ademas
de la tendencia descrita se encontrd una gran variabilidad en la densidad de PPA entre diferentes
muestreos. La densidad de PPA antes del fendmeno fue de 147 x 10® cél - mI™ y se incrementd
hasta 310 x 10° cél - mI™ durante el evento de emblanquecimiento; posteriormente ocurrié una
disminucién considerable, alcanzando una densidad de 65500 cél - mlI™* de PPA (Figura 5b).

Cuantificacion de la biomasa del PPHy PPA

La biomasa bacteriana en el sistema presenté una dinamica similar a la densidad. A lo largo de los
tres muestreos la biomasa aumentd a mayor profundidad de la columna de agua, se observd una
disminuciéon de la biomasa bacteriana durante el mes de septiembre en la zona del epilimnion y
metalimnion. La maxima cantidad de carbono orgdnico fue encontrada en el hipolimnion, durante
el mes de octubre, a los 30 m de profundidad alcanzando una concentracién de hasta 101.93 pg C
org cél™ (Figura 6a).

Mientras que la densidad y biomasa del PPH tuvo un comportamiento similar, aumentando ambas
hacia el fondo del lago, la distribucién de la biomasa del PPA fue distinta a la de su densidad.
Durante el mes de agosto la mayor biomasa de PPA se encontré en el estrato mas superficial,
ademas fue la maxima biomasa encontrada para el periodo de estudio (19. 78 pg C org cél™). En
los meses de septiembre y octubre la mayor biomasa se encontrd en el estrato del metalimnion
con una consecuente disminucidn en el hipolimnion. Durante el mes de septiembre se presentd un
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florecimiento de PPA; sin embargo, la biomasa no se incrementd, lo cual indica que las células
redujeron su tamafo durante el fenémeno de emblanquecimiento (Figura 6b) y se corrobora por
el volumen celular calculado mediante analisis de imagen (volumen celular de 0.4 pm? en agosto,
0.3 um’ durante septiembre y 0.5 um? en octubre).

a) Densidad PPH b) Densidad PPA
cél - ml? cél - ml?
0.E+00 2.E+06 4.E+06 0.E+00 1.E+05 2.E+05 3.E+05 4.E+05 5.E+05
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M M
H H
Antes M Durante M Después H Antes B Durante M Después

Figura 5. a) Densidad promedio por estrato del PPH. b) Densidad promedio por estrato del PPA. Los estratos se
muestran como E= epilimnion, M= metalimnion y H= hipolimnion.
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Figura 6. a) Promedio de la biomasa del PPH por estrato. B) Biomasa promedio del PPA por estrato. Los estratos se
muestran como E= epilimnion, M= metalimnion y H= hipolimnion.
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Deteccidn de grupos procariontes mediante CARD-FISH

Dominios Bacteria y Archaea

El porcentaje de células hibridadas con las diferentes sondas utilizadas tuvo una alta variabilidad
para cada grupo, encontrando diferencias en la hibridacion a lo lago de la columna de agua y entre
los distintos muestreos. El porcentaje total de células hibridadas con las sondas generales, EUB I-ll|
y ARCH915, para los dominios Bacteria y Archaea respectivamente, que corresponde a la suma del
porcentaje de hibridacién obtenido con cada sonda, fue de casi 40 % durante el mes de agosto e
incrementd durante el mes de septiembre hasta un 66 %, posteriormente, en el mes de octubre se
observo 47 % de células hibridadas (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de células hibridadas con las sondas generales para los dominios Archaea (ARCH915) y Bacteria
(EUBI-III) y porcentaje de células no detectadas mediante CARD-FISH en el epilimnion (E), metalimnion (M) e
hipolimnion (H) durante los muestreos realizados antes (A) durante (D) y después (D) del fenémeno de
emblanquecimiento. N.D.= No detectadas.

Los mayores porcentajes de hibridacion obtenidos con la sonda EUB I-lll se encontraron en la zona
del hipolimnion. Este patron se observé con mayor claridad durante el mes de octubre, donde se
alcanzé una hibridacion del 62.5 = 3.5 % en el estrato mas profundo del lago, que equivale a 2
millones de cél - ml™ hibridadas. Por su parte, la hibridacién con la sonda ARCH915 fue baja
durante el mes de agosto, cuantificando 8.3 % en el epilimnion; el cual disminuyd hasta un 1.9 %
en el hipolimnion; durante el fendmeno de emblanquecimiento el nimero de células hibridadas
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con esta sonda se disparé hasta un 28.22 % en el epilimnion lo que significé un incremento de 200
x 10% cél - mI™ a 400 x 10® cél - mI™ de agosto a septiembre en el estrato superficial del sistema.
Durante el mes de septiembre se observé un incremento en la abundancia de arquea a lo largo de
la columna de agua, con una mayor acentuaciéon en la zona epi y metalimnética. Después del mes
de septiembre, se observé un descenso considerable de la densidad de arqueas reflejandose en
los bajos porcentajes de hibridacion obtenidos con esta sonda; nuevamente, se obtuvo una mayor
hibridacion en el epilimnion con un total de 50 mil cél - mI™ (Figura 8).

a) EUBI-III b) EUBI-III
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Figura 8. a) Porcentaje de hibridacion y b) células hibridadas con la sonda general EUBI-III, c) Porcentaje de
hibridacion obtenido con la sonda general ARCH915 y d) nimero de células hibridadas con esta sonda.
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Filo Proteobacteria
Clase Alfaproteobacteria

La clase Alfaproteobacteria presentd un bajo porcentaje de hibridacion durante el mes de agosto
gue no llego a rebasar el 2 % en el epilimnion, donde el porcentaje de hibridacidn se vio reflejado
en una mayor densidad que llego a las 42 mil cél - ml*. Durante el fendmeno de
emblanquecimiento fue imposible detectar la presencia de organismos de este grupo por lo que el
porcentaje de hibridacion durante este mes fue de cero a lo largo de toda la columna de agua.
Para el Ultimo muestreo se observd un incremento en el porcentaje de hibridacion de
Alfaproteobacteria de hasta el 5 % en el epilimnion y metalimnion; lo cual representé un maximo
de 140 mil cél - mI™* en la zona del metalimnion (Figura 9a).

Género Candidatus LD12

Mediante el uso de la sonda LD12-121 se detectaron a los microorganismos que pertenecen al
género Candidatus LD12 de la familia SAR11 agrupada en la clase Alfaproteobacteria. La
abundancia de este género en el lago se mantuvo entre las 70 y 185 x 10> cél - ml™, con una
hibridacidn que oscilé entre el 3y 5 % de las células totales. La mayor densidad promedio de este
grupo se encontrd en el mes de agosto a lo largo de toda la columna de agua con una distribucién
gue mostré un pico de densidad en el metalimnion. Los organismos del género Candidatus se
encontraron concentrados en la zona del hipolimnion durante los meses posteriores. Aunque la
densidad promedio fue mayor durante el mes de agosto, la mayor densidad celular encontrada
para este grupo se localizé en el hipolimnion durante el mes de octubre (Figura 9b).

Género Paracoccus

Este género bacteriano fue identificado con la sonda PAR1457. En el mes de agosto se encontré el
mayor porcentaje de células hibridadas (19.47 + 1.27 %) representaron >500 x 10° cél - ml™ en
todos los estratos de la columna de agua. Para los siguientes muestreos, la hibridacién fue de ~11
%. Durante agosto y septiembre los miembros de este grupo se localizaron en mayor abundancia
en la zona del metalimnion aunque este patrén este dado por una diferencia aproximada de 130y
80 mil cél - ml™" respectivamente. En octubre, se aprecié un cambio en la distribucion de los
organismos, dado que la mayor abundancia se encontré en el hipolimnion con 388 mil cél - ml™ a
diferencia de las 193 mil cél - mI™* en el epilimnion y las 342 x 10° cél - ml™ en el metalimnion
(Figura 9c).

Clases Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria

Las clases Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria tuvieron una mayor representacion dentro
de la composicion de la comunidad bacteriana en el periodo de estudio. El porcentaje maximo de
hibridacion alcanzado con la sonda BET42a fue durante el mes de septiembre, cuando se obtuvo
un 17 £ 5.2 % de células hibridadas, lo que difirié del 6.02 + 2.2 % obtenido en el mes previo y que
contrasté aun mas con el 0.07 £ 0.11 % que se encontrd durante el mes de octubre. La densidad
maxima cuantificada para este grupo fue en el epilimnion durante el mes de septiembre, con un
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total de 356 10° cél

ml? (Figura 9d). Por otra parte, la hibridacidon del grupo

Gammaproteobacteria con la sonda GAM42a demostré una dindmica temporal y espacial muy

distinta. La mayor abundancia de este grupo se encontré durante el mes de agosto en el
metalimnion con una densidad de 420 10% cél - mI™. La densidad de este grupo fue disminuyendo
paulatinamente a lo lago de la columna de agua en el mes de octubre, mostrando diferentes
cambios en la distribucion del grupo. De agosto a septiembre la mayor abundancia de este grupo
paso del metalimnion al epilimnion vy, finalmente, al metalimnion otra vez en el mes de octubre

(Figura 9e).
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Figura 9. Densidad de diferentes grupos
bacterianos identificados mediante
CARD-FISH. a) Clase Alfaproteobacteria,
b) Género LD12, c) Género Paracoccus,
d) Clase Betaproteobacteria y e) Clase
Gammaproteobacteria.
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Clase Deltaproteobacteria

Como parte importante de la comunidad bacteriana del lago Atexcac por ser un sistema de origen
volcdnico y tener una alta concentracidn de sulfatos, se evalud la presencia de grupos de bacterias
sulfato-reductoras (BSR) con la sonda SRB385, cuya especificidad permite detectar a la mayoria de
los miembros de la clase Deltaproteobacteria. Durante el mes de agosto, la densidad de bacterias
de este grupo fue mayor en el hipolimnion, alcanzando una concentracién de 189 x 10° cél - ml™, y
la menor densidad cuantificada se ubicé en el metalimnion. Durante el mes de septiembre la
abundancia de este grupo descendié a lo largo de la columna de agua y se concentré en el
epilimnion. La densidad de este grupo presentd un incremento durante el mes de octubre que
alcanzé las 81 x 10° cél - mI™ en el epilimnion y hasta 270 x 10° cél - mI™ en el hipolimnion; lo que
significé un incremento de mas de 100 veces la densidad encontrada en el muestreo anterior
(Figura 10a).

Filo Actinobacteria

En relacién con este grupo microbiano, se observd una baja abundancia en el sistema, alcanzando
su maxima densidad durante el mes de agosto con un valor cercano a las 380 x 10° cél - mI™ cerca
de la superficie. En los muestreos posteriores se observd un descenso en su abundancia, llegando
al 0.67 + 0.6 % de células hibridadas en el mes de octubre, que equivalié Gnicamente a 19.5 x 10°
cél - ml™ aproximadamente. La distribucién de los organismos que se detectaron con la sonda
HGC69a fue sesgada hacia la zona superficial y en el hipolimnion durante los meses de agosto y
octubre. En septiembre se observé una dindmica diferente, la abundancia fue de 30 x 10° cél - ml?
en el epilimnion, y el maximo se observod en el metalimnion, con una abundancia de alrededor de
92 x 10* cél - mlI™. Finalmente, en el hipolimnion la abundancia de este grupo fue nula (Figura
10b).

Filo Bacteroidetes

Este filo, antes conocido como el filo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides fue cuantificado con
la sonda CF3-19a. Durante el mes de agosto, se obtuvo el menor porcentaje de hibridacién y su
menor densidad; sin embargo, el porcentaje de hibridacion y su abundancia aumentaron
gradualmente a lo largo del tiempo. En el mes de agosto se observd un mayor porcentaje de
células hibridadas en la superficie y, en segundo lugar, en el hipolimnion, dejando el metalimnion
con el porcentaje de hibridacion mas bajo. El patron de distribucion del grupo no mostré un
cambio visible desde el mes de septiembre. En general, la mayor densidad celular se encontré en
el hipolimnion durante los meses de septiembre y octubre, donde finalmente se encontré la
mayor densidad en el hipolimnion con cerca de 495 x 10° cél - mI™* (Figura 10c).

Filo Planctomycetes
Familia Planctomycetaceae

En el mes de agosto la distribucidon de los miembros de esta familia mostré una menor densidad
celular en el epilimnion. En septiembre la distribuciéon de este grupo presenté una tendencia a
aumentar su densidad a mayor profundidad en el sistema ademds de un incremento en la
densidad total a lo largo de la columna de agua. Por otro lado en el mes de octubre, se observd
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una caida en la densidad y un descenso especificamente en la zona del metalimnion. De esta
forma, la mayor densidad de células de este grupo se encontré a lo largo de todo el sistema
durante el fenémeno de emblanquecimiento con 307 x 10° cél - ml™ en promedio, que significé
una diferencia cercana a las 130 x 10° cél - mI™ con respecto a los meses contiguos (Figura 10d).

Dominio Archaea

Filo Thaumarchaeota

Estas bacterias fueron identificadas con la sonda CREN537, y mostraron un porcentaje de
hibridacién y una densidad celular muy bajos. De esta forma, se identificd un total de 35 10° cél -
ml™ en la zona del metalimnion; siendo la Gnica zona en que se encontraron. De manera anéloga a
la dinamica observada con la sonda general ARCH915, se encontrd un aumento en la densidad del
grupo en toda la columna de agua durante el evento de emblanquecimiento. De esta forma, la
densidad total en la columna de agua pasé de 11 x 10° cél - ml™ en el mes de agosto y de 55 cél -
ml™ al mes de septiembre; la cual se redujo a 13 x 10° cél - mI™* durante el mes de octubre (Figura
10e).

Control negativo

La sonda NON338 fue utilizada como control negativo de la hibridacion, al estar constituida por
una secuencia aleatoria de oligonucledtidos permite establecer la efectividad de la hibridacion. De
tal forma que el uso de esta sonda de forma control para cada profundidad, complementaria a
EUB338 (Incluida en la sonda EUBI-III), confirmé que la hibridaciéon fue llevada a cabo con éxito. De
la revisidn de éstas preparaciones no se encontraron células hibridadas. Sélo fue posible observar
algunas particulas amorfas con la coloracion caracteristica del fluorocromo.
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Figura 10. Densidad de taxa
procariontes especificos
detectados mediante CARD-
FISH. a) Clase
Deltaproteobacteria, b) filo
Actinobacteria, c) filo
Bacteroidetes, d) familia
Planctomycetaceae y e) filo
Thaumarchaeota.
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Composicidn de la comunidad bacteriana

De acuerdo con los resultados obtenidos, la comunidad bacteriana del lago Atexcac esta
constituida por el dominio Bacteria durante el periodo de estudio; mientras que el aporte del
grupo Archaea fue minimo, excepto durante el fendémeno de emblanquecimiento (Figura 11).

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

AE

AM
AH
DE
DM
DH
D’E
D'M
D'H

B Cyanobacteria M Bacteria M Archaea

Figura 11. Aporte porcentual a la comunidad procarionte de los dominios Archaea y Bacteria asi como del filo
Cyanobacteria (PPA) con base en las densidades determinadas mediante CARD-FISH para los dominios y con conteos
directos para el PPA en el epilimnion (E), metalimnion (M) e hipolimnion (H) durante los muestreos realizados antes
(A) durante (D) y después (D’) del fenémeno de emblanquecimiento.

En el mes de agosto, antes del evento de emblanquecimiento, la comunidad bacteriana estuvo
dominada por la clase Alfaproteobacteria, teniendo el principal aporte los géneros LD12 y
Paracoccus. En segundo lugar se ubicaron los miembros de la clase Gammaproteobacteria. El
ultimo componente mas representativo de la comunidad bacteriana estuvo constituido por el PPA
y la clase Betaproteobacteria (Figura 12).

Durante el fendmeno de emblanquecimiento se observé que la comunidad procarionte estuvo
dominada por el PPA. La clase Betaproteobacteria y la familia Planctomycetaceae tuvieron un
aporte similar a la comunidad bacteriana, mayor al que presentaron durante el mes de agosto. La
clase Alfaproteobacteria, aunque no fue la dominante durante el fendmeno de
emblanquecimiento, siguié siendo una parte importante de la comunidad, mientras que la clase
Gammaproteobacteria fue desplazada al reducir su densidad en toda la columna de agua (Figura
12).

27



Después del evento de emblanquecimiento, en el mes de octubre, la comunidad bacteriana de
nuevo presentd un cambio en su estructura dado que el grupo dominante volvid a ser
Alfaproteobacteria y el PPA aporté menos del 10 % de la densidad bacteriana. Ademas, se observé
ademads un fuerte incremento en la densidad del filo Bacteroidetes en la zona del hipolimnion y
representod el 40 % de la densidad bacteriana. Finalmente, la densidad de Planctomycetaceae se
mantuvo constante en el epilimnion y disminuyé hacia el fondo de la columna de agua (Figura 12).
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Figura 12. Composicion y estructura del procarioplancton en funcidon del aporte porcentual de la densidad de los
diferentes grupos bacterianos determinados mediante CARD-FISH y de la densidad del picoplancton autotréfico (PPA)
durante los muestreos realizados antes (A) durante (D) y después (D°) del fenémeno de emblanquecimiento en el
epilimnion (E), metalimnion (M) e hipolimnion (H).

Analisis estadistico de datos

La primera parte del analisis estadistico consistid en la busqueda de diferencias significativas entre
los estratos a lo largo del tiempo de muestro y entre los estratos de todos los perfiles. Para esto,
se analizo la variacion temporal y espacial de los diferentes parametros, asi como la variacién en la
estratificacion fisica, quimica y bioldgica de la columna de agua.
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A partir del andlisis de los pardmetros fisico-quimicos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los cambios de pH entre los distintos muestreos (Fp, 15= 2.63,
p>0.05) ni entre los diferentes estratos de la columna de agua (F,, 1= 1.82, p>0.05). Por otra
parte, se encontraron diferencias significativas en la conductividad entre los diferentes muestreos
(F(2,18= 6.56, p< 0.05), pero no se encontraron diferencias entre los estratos de la columna de agua
(F(s, 12)= 2.41, p>0.05). La diferencia se encontrd, segun el andlisis de Tukey, entre el mes de agosto
y los muestreos posteriores.

La alcalinidad de carbonatos presentd diferencias significativas entre los diferentes muestreos
realizados (F,, 15= 4.65, p< 0.05), particularmente entre los meses de agosto y septiembre. Las
diferencias observadas entre los tres muestreos para la alcalinidad de bicarbonatos (F, 15= 5.07,
p< 0.05) se detectaron entre los meses de agosto y septiembre asi como entre agosto y octubre.

La dureza de calcio mostré diferencias significativas tanto entre los tres muestreos (F, 15= 25.84,
p< 0.001) y entre los estratos de cada perfil (Fy, 1= 5.96, p< 0.01). La dureza de calcio fue distinta
entre agosto y septiembre y entre agosto y octubre. Por otra parte, la diferencia de la dureza entre
los diferentes estratos fue significativa entre el hipolimnion en agosto y el epilimnion y
metalimnion durante el mes de septiembre asi como con el hipolimnion del mes de octubre.

La variacion del FT en el sistema presentd diferencias significativas entre los diferentes muestreos
(F2, 18= 10.03, p< 0.01). El incremento consecutivo de la concentracién de FT concuerda con la
diferencia encontrada entre agosto y octubre. La concentracidon de este nutrimento presenté
diferencias significativas entre estratos (F,, 1= 15.02, p< 0.001), particularmente entre los estratos
de agosto y septiembre, lo que demuestra un cambio en toda la columna de agua. Por otro lado,
se encontraron diferencias significativas entre el epilimnion y los estratos inferiores de la columna
de agua durante los meses de septiembre y octubre. La dindmica del FSR mostrd ser
estadisticamente distinta entre los diferentes muestreos (F(,, 15= 7.17, p< 0.01) las diferencias se
registraron entre los meses de septiembre y octubre de acuerdo con el analisis de Tukey. Ademas,
se encontraron diferencias en la distribucidn de este nutriente entre el epilimnion e hipolimnion
de los tres muestreos (F,, 1= 4.46, p< 0.05). Utilizando la prueba de Kruskal-Wallis se encontraron
diferencias significativas entre los estratos (H= 17.36, p< 0.05), utilizando un diagrama de caja y
bigote con muesca (Figura 13) se definieron las diferencias estadisticamente significativas entre el
hipolimnion del mes de agosto y el mismo estrato del mes de septiembre asi como entre el
epilimnion del mes de octubre y la concentracién encontrada en los demas perfiles.
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Figura 13. Diagrama de caja y bigote con muesca (Funcion Pseudosigma p= 0.05) de la concentracion de FSR en el
epilimnion (E), metalimnion (M) e hipolimnion (H) antes (A), durante (D) y después (D) del evento de
emblanquecimiento.

En cuanto a la concentracidon de nitratos no se observaron diferencias significativas entre los
diferentes muestreos (H= 4.23, p> 0.05) ni en su distribucién a lo largo de la columna de agua (H=
10.19, p> 0.05). Por otra parte, se obtuvieron diferencias significativas entre los diferentes
muestreos para la concentracién de nitritos (F(,, 15= 9.9, p< 0.05) entre septiembre y octubre y
para la concentracion de amonio (F(, 15= 48.37, p< 0.001) en todos los meses. Asi también, se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes estratos de cada muestreo tanto para
los nitritos (H= 0.94, p>0.05) como para el amonio (H= 18.75, p< 0.05). De acuerdo con el diagrama
de caja y bigote con muesca (Figura 13), se establecid la existencia de diferencias significativas
entre la concentraciéon de nitritos en el epilimnion durante los tres muestreos y entre los
diferentes estratos del mes de octubre. En el caso del amonio se registraron diferencias
significativas entre los estratos de agosto y septiembre, entre el epilimnion de septiembre y el
resto de los estratos asi como entre el hipolimnion de los diferentes muestreos (Figura 13).
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Figura 14. Arriba Diagrama de caja y bigote con muesca (Funciéon Pseudosigma p= 0.05) de la concentracion de
nitritos. Abajo: Diagrama de caja y bigote con muesca (Funcion Pseudosigma p= 0.05) de la concentracion de Amonio.
Ambos anilisis se realizaron considerando el epilimnion (E), metalimnion (M) e hipolimnion (H) antes (A), durante (D)
y después (D) del evento de emblanquecimiento.

La concentracién de los sulfatos vy silicatos presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tres momentos de muestreo (sulfatos F,, 13= 23.18, p< 0.001; silicatos F,, 15= 96.4, p<
0.001). Las diferencias, segun el analisis de Tukey, fueron encontradas para los sulfatos tanto entre
agosto y septiembre como entre septiembre y octubre. Para los silicatos se observé lo mismo
entre los tres muestreos. Ademds, se encontraron, diferencias significativas entre los diferentes
estratos de los distintos muestreos para los sulfatos (H= 17.68, p< 0.02) y silicatos (H= 18.73, p<
0.05) Estas diferencias se localizaron de forma particular para los sulfatos, en el epilimnion entre
los tres muestreos y el hipolimnion del mes de septiembre (Figura 15). En el caso de la distribucion
de los silicatos, se encontraron diferencias significativas entre todos los estratos de agosto y
octubre con respecto a los tres estratos del mes de septiembre, lo que habla de un fuerte cambio
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durante este muestreo y corresponde con el descenso en la concentracidon de este nutriente en
todas las profundidades de trabajo (Figura 15).
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Figura 15. Arriba Diagrama de caja y bigote con muesca (Funcion Pseudosigma p= 0.05) de la concentracion de
sulfatos. Abajo: Diagrama de caja y bigote con muesca (Funcion Pseudosigma p= 0.05) de la concentraciéon de
silicatos. Ambos analisis se realizaron considerando el epilimnion (E), metalimnion (M) e hipolimnion (H) antes (A),
durante (D) y después (D) del evento de emblanquecimiento.

La densidad del PPH tuvo diferencias significativas Gnicamente entre los estratos (F, 12= 3.95, p<
0.05), de tal forma que la densidad bacteriana en el epilimnion durante el mes de septiembre
presenté diferencias con respecto al hipolimnion del mes de octubre. La densidad del APP tuvo
una variacién cuya diferencia fue significativa entre los diferentes muestreos (F(, 15= 13.94, p<
0.05), particularmente entre agosto y septiembre, y entre septiembre y octubre. También se
apreciaron diferencias significativas entre los diferentes estratos (F(, 15= 23.18, p< 0.001), de
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acuerdo con la prueba de Tukey entre el epilimnion durante el mes de septiembre con respecto a
todos los estratos de los demas perfiles.

La biomasa del PPH no mostré diferencias significativas entre los diferentes muestreos (F(y, 15=
0.94, p> 0.05), ni entre diferentes estratos (F(s 1= 1.63, p> 0.05). Por otra parte, la biomasa del
PPA en el lago fue diferente entre los diferentes muestreos (F, 15= 5.08, p< 0.05). Las diferencias
fueron observadas entre el mes de septiembre y octubre (p< 0.05), por el fuerte descenso que se
aprecio en esta variable al final del periodo de estudio. El descenso en la biomasa del PPA durante
el mes de octubre, confirmd las diferencias significativas que se encontraron entre los distintos
estratos, que de acuerdo con la prueba de Tukey fueron entre el epilimnion de septiembre con
respecto al hipolimnion del mes de octubre.

Con respecto a la densidad bacteriana de cada grupo, obtenida mediante CARD-FISH, se requirio
de la transformacién de dichas densidades bacterianas mediante la funcidn logaritmo; excepto
para los grupos Planctomycetaceae y Paracoccus que mostraron una distribucién normal sin
necesidad de transformar los datos. La densidad de casi todos los grupos cumplié con la
caracteristica de homocedasticidad, con excepcion de la densidad del grupo
Gammaproteobacteria que fue analizada sin transformacién alguna y de forma no paramétrica. El
resultado del tratamiento estadistico de los datos mostré una diferencia significativa en la
densidad de los grupos Archaea (F,, 14)= 7.52, p< 0.05), Betaproteobacteria (F,, 15= 10.27, p< 0.05),
Gammaproteobacteria (H= 6.68, p< 0.05), Planctomycetaceae (F,, 15= 4.12, p< 0.05), Paracoccus
(F2, 18= 5.51, p< 0.05) y de las BSR (F(3, 14)= 8.15, p< 0.05) durante los diferentes muestreos.

El dominio Archaea tuvo su mayor variacién durante el mes de septiembre por el aumento en la
densidad de células detectadas con la sonda ARCH915. Este cambio se corrobora por la diferencia
significativa que se observa entre los meses de septiembre y octubre cuando la densidad de este
grupo disminuyd a niveles similares a los encontrados durante el mes de agosto.

La clase Betaproteobacteria mostré una diferencia significativa entre los primeros dos meses y
octubre como resultado de una drastica baja en la densidad celular del grupo durante el mes de
octubre, momento en que Unicamente se detectaron organismos del grupo en el fondo del lago.

Por su parte, la clase Gammaproteobacteria presentd una dindmica similar a la de la clase
Betaproteobacteria, siendo que su densidad disminuyd durante el mes de octubre, aunque en una
medida mucho menor. Las diferencias estadisticas se observaron para los meses de agosto y
septiembre con respecto al mes de octubre de acuerdo con lo observado en el diagrama de cajay
bigote con muesca (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de caja y bigote con muesca (Funcion Pseudosigma P= 0.05) de la densidad celular del grupo
Gammaproteobacteria durante los muestreos realizados antes, durante y después del evento de emblanquecimiento.

La densidad de la familia Planctomycetaceae tuvo una gran representacién a lo largo del presente
estudio y su densidad tuvo un maximo a lo largo de la columna de agua durante el mes de
septiembre; este incremento se observd en el analisis estadistico al encontrarse diferencias
significativas entre la densidad del grupo durante el mes de septiembre con respecto a la obtenida
durante el mes de agosto.

La reduccion gradual en la densidad del género Paracoccus se confirmd al encontrar diferencias
significativas entre el mes de agosto y septiembre, ya que el descenso mas marcado en la densidad
de este grupo se dio entre este periodo de tiempo.

La densidad de organismos detectados con la sonda SRB385 presenté diferencias estadisticamente
significativas entre agosto y septiembre al igual que entre septiembre y octubre. Este resultado
enfatiza el incremento en la densidad de este grupo a lo largo de la columna de agua durante el
mes de septiembre.

Esta parte del andlisis estadistico arrojo que la composicion de la comunidad procarionte se
mantiene en la columna de agua, pero, la estructura de la comunidad cambia al modificarse la
dominancia de los grupos a lo largo del tiempo.

Correlacion de variables

Se establecid la correlacién de la biomasa y entre las densidades del PPH y PPA, con los
parametros fisico-quimicos y los nutrientes. A través de esta misma via se determind la correlacién
entre la densidad de los grupos bacterianos con los pardmetros fisicos y quimicos, la
concentracién de nutrientes y con la densidad y biomasa del PPA.
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El andlisis de correlacion demostré que la densidad del PPA se relaciond directamente con la
concentracion de oxigeno disuelto (r,= 0.66, p< 0.05) e inversamente con la conductividad
eléctrica del agua (rs= -0.61, p< 0.05) asi como con la dureza total (r,= -0.55, p<0.05). Ademas, la
densidad del PPA se relacioné de forma inversa con la concentracién de FSR (r,=-0.81, p< 0.05), la
concentracién de nitritos (r,=-0.06, p< 0.05) y con la concentracion de los iones sulfato (r,= -0.66,
p< 0.05) vy silicato (r,= -0.63, p< 0.05). Asimismo, la biomasa de este grupo presentd el mismo
comportamiento inverso con respecto a la concentracion de FSR (r,=-0.72, p< 0.05), con el fésforo
total (rs=-0.5, p< 0.05) y de igual manera con la concentracion de nitritos (r.= -0.49, p< 0.05) (Tabla
2).

La densidad del PPH se relacioné de forma directa con la conductividad eléctrica (r.== 0.45, p<
0.05) y con la dureza total (rs= 0.5, p< 0.05); ademas, se encontré asociada de forma directa con la
concentracién de FSR (r,= 0.49, p< 0.05) y la concentracion de amonio (r,= 0.61, p< 0.05), mientras
gue la biomasa del grupo no mostré relacion con ninglin nutrimento pero si con la conductividad
eléctrica (r,=0.45 p< 0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Se muestran las correlaciones entre la densidad del PPH y el PPA y la biomasa de ambos grupos con los
parametros fisico-quimicos y la concentracion de nutrientes. El simbolo “+” indica una relacion positiva, la letra N una
relacion negativa y N.S. indica una correlacion no significativa.

Z +0.53 -0.65 N.S. -0.71
T N.S. N.S. N.S. N.S.
0.D. N.S. +0.66 N.S. +0.76
- N.S. N.S. N.S. N.S.
+0.45 -0.60 +0.45 N.S.
A.CO3 N.S. N.S. N.S. N.S.
A.HCO3 N.S. N.S. N.S. N.S.
D. Calcio  N.S. N.S. N.S. N.S.
D. Total +0.5 -0.55 N.S. N.S.
N.S. -0.45 N.S. -0.50
+0.49 -0.80 N.S. -0.72
N.S. N.S. N.S. N.S.
N.S. -0.60 N.S. -0.49
+0.60 N.S. N.S. N.S.
N.S. -0.66 N.S. N.S.
Silicatos  +0.46 -0.63 N.S. N.S.
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Se obtuvo que no existe relacidon directa o inversa entre los parametros fisico-quimicos y la
densidad del dominio Bacteria mientras que para el dominio Archaea fue observada un relacién
inversa con la conductividad eléctrica (r,= -0.47, p< 0.05) y la dureza total (r,= -0.68, p< 0.05). Por
otra parte, se encontré una correlacion negativa entre la densidad del dominio Archaea con la
concentracién de PRS (r.= -0.67, p< 0.05), nitritos (rs= -0.68, p< 0.05), sulfatos (r,=-0.7, p< 0.05) y
silicatos (rs= -0.62, p< 0.05). La densidad de arqueas mostré ademads una relacion directa, tanto
con la densidad (r,=0.67, p< 0.05) como con la biomasa del PPA (r,= 0.58, p< 0.05) (Tabla 3).

La clase Alfaproteobacteria presentd una correlacidon positiva con la dureza total (r,= 0.61, p<
0.05), con la concentracién de FSR (r.= 0.43, p< 0.05), sulfatos (r,= 0.49, p< 0.05) y silicatos (r.=
0.57, p< 0.05). La clase Betaproteobacteria se relaciond de forma inversa con la conductividad (rs=
-0.48, p< 0.05), la dureza total (rs=-0.59, p< 0.05), las concentraciones de FSR (r;=-0.57, p< 0.05),
nitratos (r,= -0.5, p< 0.05), nitritos (r,= -0.48, p< 0.05), sulfatos (r,= -0.7, p< 0.05) y silicatos (r.= -
0.7, p< 0.05) y se relaciond de forma positiva con la densidad del APP (r,= 0.65, p< 0.05) y con su
biomasa (r,= 0.44, p< 0.05). Por su parte, la clase Gammaproteobacteria estuvo relacionada de
forma directa con el pH (r,= 0.46, p< 0.05) y con la alcalinidad de carbonatos (r,= 0.44, p< 0.05),
mientras que se relacioné de forma inversa con el FT (r,= -0.51, p< 0.05), la concentracion de
nitratos (r,=-0.54, p< 0.05) y la de silicatos (r,=-0.46, p< 0.05) (Tabla 3).

El filo Actinobacteria se relaciond positivamente con la concentracidon de oxigeno disuelto (r,=
0.48, p< 0.05), asi como con la biomasa del PPA (r,= 0.21, p< 0.05). Por su parte, el filo
Bacteroidetes presenté una correlacién inversa con el pH (r,= -0.53, p< 0.05) asi como con la
alcalinidad de carbonatos (r.= -0.48, p< 0.05). Para este mismo grupos se encontré una relacion
directa con la alcalinidad de bicarbonatos (rs= 0.52, p< 0.05) y la concentracién de FT (r,= 0.63, p<
0.05). Las BSR se relacionaron de manera positiva con el pH (r,= 0.51, p< 0.05) y con la alcalinidad
de carbonatos (r.= 0.44, p< 0.05).

El filo Thaumarchaeota presentd una correlacién inversa con la concentracién de dureza total (r.=
-0.63, p< 0.05), de calcio (rs=-0.62, p< 0.05), las concentraciones FSR (r,= -0.54, p< 0.05), amonio
(r=-0.55, p< 0.05), sulfatos (r,=-0.5, p< 0.05) y silicatos (r,=-0.47, p< 0.05) (Tabla 3).

La familia Planctomycetaceae mostré una correlacidn de tipo inversa con la dureza total (r,= -0.58,
p< 0.05) y la concentracidn de silicatos (rs=-0.57, p< 0.05). A su vez el género Candidatus LD12 y el
género Paracoccus mostraron una correlacién de tipo directa con la concentracién de amonio (rs=
0.44, p<0.05y r;=0.61, p< 0.05, respectivamente) (Tabla 3).
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Tabla 3. Resumen de las correlaciones encontradas entre los grupos bacterianos y las variables fisico-quimicas asi
como con los nutrientes evaluados en este estudio. El simbolo “+” indica una relacién positiva, la letra N una relacion
negativa y N.S. indica una correlacidn no significativa. Los grupos estan denotados por el nombre de la sonda utilizada
para realizar la hibridacion de CARD-FISH como se describié anteriormente.

o N © N
Variables E g g § g
B g 2 6 s
= o o
N.S.  NS. NS. NS N.S. N.S.
N.S.  NS. NS. NS N.S. -0.53 N.S.
+0.47 N.S. NS. -0.48 N.S. N.S. NS. NS. NS
A.CO5 N.S. N.S.  NS. NS. NS _ N.S. -0.48 N.S
N.S. NS. NS. NS, NS N.S. N.S. - N.S.
N.S. NS. NS. NS. NS N.S. NS. NS. -0.62
+0.61 N.S. NS. -0.59 N.S. N.S. NS. NS. -0.63
N.S. NS. NS. NS, -0.51 NS. NS - N.S.
+0.43 N.S. NS. -0.57 N.S. N.S. NS. NS. -0.54
N.S. NS. NS. -050 -054 NS. NS. NS. NS
N.S. NS. NS. -0.48 N.S. N.S. NS. NS. NS
N.S. _ N.S. N.S. N.S. NS. NS. -0.55
+0.49 N.S. NS. -0.74 N.S. N.S. NS. NS. -0.50
Silicatos +0.57 NS. NS. -0.76 -046 NS. NS. NS. -047
+0.67 N.S. N.S. NS. . N.S. N.S. NS. NS. NS
+0.58 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S.

N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
-0.58
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
N.S.
-0.44
N.S.
N.S.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Dindmica del lago antes del evento de emblanquecimiento

El afio 2014 representd un cambio en la dindamica del lago Atexcac de acuerdo con lo registrado en
otros ciclos anuales (Arellano & Gonzales, 2011; Lagunas & Martinez, 2015). El acontecimiento del
fendmeno de emblanquecimiento presentd un desfase temporal al presentarse en el mes de
septiembre (Figura 17); que corresponde a la estratificacion tardia, de acuerdo con lo registrado
en el afio 2011 cuando se presentd en el mes de junio (Arellano & Gonzales, 2011) y en el afo
2013 durante el mes de mayo (Lagunas & Martinez, 2015). En ambos estudios, el sistema se
encontraba en la fase de hidrodindmica de estratificacion temprana cuando se presentd el
emblanquecimiento. Se piensa que este retraso en la aparicidon del emblanquecimiento se debio,
entre otros posibles factores, a un desfase en el proceso de sucesién de grupos algales en el
sistema (Vizuet-Martinez & Hernandez-Avilés, Com. Pers.). Anualmente, en el lago Atexcac se
desarrollan diferentes florecimientos algales en las distintas etapas hidrodinamicas en respuesta a
la disponibilidad de distintos nutrientes. Asi, durante la etapa de mezcla se desarrolla un
florecimiento de diatomeas que consumen el nitrégeno inorgdnico en forma de nitratos que se
encuentra disponible en la columna de agua como resultado de la reincorporacion de materiales
generada por la circulacién de la masa de agua, al agotarse este nutrimento y comenzar la
estratificacion térmica. Por lo que la densidad de diatomeas decae y el lago presenta en ese
momento un déficit de nitrégeno. El incremento de la temperatura ambiental que desencadena el
comienzo de la estratificacion, aunado al déficit de nitrégeno disponible promueve la proliferacion
de la cianobacteria filamentosa Nodularia spumigena, ya que las condiciones de temperatura y
salinidad que favorecen su desarrollo se presentan en el lago (temperatura superficial mayor a 17
°C, salinidad de 6.086 mg L™ y la proporcién N:P <1 en la superficie durante la estratificacion
temprana) (Cook & Holland, 2012; Holland et al., 2012). La limitaciéon de nitrégeno genera un
estado de limitacidn para los grupos algales pero no para esta cianobacteria oportunista dado que
tiene la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico. El florecimiento de esta cianobacteria provoca
gue el lago alcance sus niveles maximos de productividad primaria y genera un gran aporte de
materia organica al sistema que se acumula en el fondo del lago en etapas mas avanzadas de la
estratificacion, como se ha reportado en el lago Alchichica, perteneciente a la misma formacion de
lagos volcdnicos tipo maar (Adame et al., 2008; Alcocer et al., 2014). El florecimiento de Nodularia
durante el afio 2014 se presentd con una intensidad mucho mayor con respecto a eventos previos,
esto se reflejé tanto en la densidad de filamentos en la superficie, lo que representd una
concentracion de clorofila de 7 mg L-! en la zona pelagica y de 125 mg L™ en la zona litoral (Vizuet-
Martinez & Hernandez-Avilés, Com. Pers.). La duracion del florecimiento también fue mayor dado
gue se mantuvo desde el mes de febrero hasta el mes de junio (5 meses); por otra parte, en el lago
Alchichica se ha observado que la duracién de este florecimiento es de tres meses
aproximadamente (Oliva et al., 2009). La desaparicion del florecimiento de Nodularia se asocia con
el agotamiento de CO, en el agua causado por la elevada actividad fotosintética (Villarreal-
Quintero, 2013). El agotamiento del CO, ademas esta favorecido por las condiciones de pH,
alcalinidad y durezas en el lago, lo cual define su alcalinidad, con dominancia de bicarbonatos y de
agua dura. Con el decaimiento del florecimiento de Nodularia, la disponibilidad de nutrientes en el
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la superficie del lago es minima y la concentracion de CO, también es escasa. En este epilimnion
deficiente en nutrientes prospera el PPA, ya que por su reducido tamafio presentan una mayor
proporcién superficie-volumen que les permite maximizar la absorcion de nutrientes y
consecuentemente tener una mejor eficiencia para aprovecharlos (Raven, 1998; Callieri &
Stockner, 2000, 2002).

Asi, el aumento de la intensidad del florecimiento de Nodularia y la aparicién tardia del PPA como
componente dominante de la comunidad autotrdfica en el lago son las causas del retraso en la
aparicidn del evento del emblanquecimiento. Lo cual se sustenta con los cambios quimicos que se
producen como resultado de la actividad fotosintética en el agua que favorecen la formacion y
precipitacion de carbonatos como ha sido ampliamente documentado (Delille et al., 1997,
Thompson et al., 1997; Riding, 2006; Kosamu & Obst, 2009; Shiraishi, 2012; Geilfus et al., 2013)
Con base en su papel de productores primarios se ha asociado este fendmeno de precipitacion con
la dindmica del PPA (Thompson et al., 1997; Dittrich & Obst, 2004; Riding, 2006; Aloisi, 2008;
Couradeau et al., 2012; Couradeau et al., 2013).

Con el componente biolégico se puede explicar el desfase temporal de la precipitacion de
carbonatos registrada en el lago; sin embargo, no se puede asumir que la asociacién del retraso en
la sucesién de grupos algales y la aparicion del fenédmeno de emblanquecimiento responda en
sensu stricto a una relaciéon causal. Ademads de la connotaciéon bioldgica que se ha dado al
fendmeno de emblanquecimiento se ha explicado la precipitacién de carbonatos en funciéon de las
caracteristicas fisico-quimicas del agua como una mayor actividad iénica derivada de una mayor
temperatura superficial que en un momento dado podrian resultar favorables para que la
formacion de carbonatos y su precipitacion ocurra (Kienel et al., 2009). El 2014 ha sido el afio
histéricamente mas cdlido en el planeta desde 1980 (N.A.S.A., 2015). Durante este afio el lago
Atexcac registré un incremento en la temperatura ambiental promedio (de 14.01 + 5.74 °C en
2013; 18.74 £ 1.97 °C en 2014) y se registrd una disminucion en la precipitacion pluvial durante la
época de lluvias (de 226.35 + 92.8 mm en 2013; 170.2 + 41.35 en 2014). Lo que provoca un
incremento en la evaporacion y favorece la concentracién de iones, proceso que se ve potenciado
ademas por la ubicacidon del lago dentro de una cuenca endorreica, lo que trae como consecuencia
la precipitacion de carbonatos como ha sido propuesto por Kienel et al. (2009).

Precipitacion espontanea de carbonato de calcio

Durante el tiempo de estudio en el lago Atexcac se observd un proceso de cambio de la coloracion
del agua de verde esmeralda a azul nedn, esto se atribuyé a la formacién mineral de carbonato de
calcio en la superficie del sistema. El fendmeno de emblanquecimiento y la precipitacion de
carbonatos han sido considerados como procesos consecuentes y de igual forma se asume que el
mineral formado en ambos casos es carbonato de calcio y ain mas importante, se asume la
precipitacion fisica de esta sal. Para el lago Atexcac no se conoce con certeza si esta coloracién es
causada por la saturacion de esta sal o de otra, o si el fendmeno esta restringido Unicamente a la
zona superficial y si su consecuencia final es la precipitacion de carbonato de calcio.
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El lago Atexcac puede ser considerado como un lago sédico (Grant, 2006) dado que se encuentra
en una region donde el indice de precipitacién es rebasado por el de evaporacion, lo que produce
un déficit de agua que podria abatir el nivel del sistema en unas cuantas décadas. Sin embargo, los
lagos volcanicos de la Cuenca Oriental se mantienen gracias a los aportes de agua provenientes del
manto acuifero (Alcocer et al., 2005). Cuando los influjos de agua del acuifero contienen una alta
concentraciéon de Ca®* se podria generar el abatimiento de la alcalinidad y el pH debido a la
reaccion del Ca®* con los carbonatos, formando compuestos insolubles. La concentracion de Ca en
los lagos sédicos siempre es muy baja (5 mmol L a menos de 1 mmol L™) (Arp et al., 1999) vy la
sobresaturacion de carbonato de calcio se alcanza incluso con niveles muy bajos de Ca dado que la
actividad idnica necesaria para producir la precipitacién se compensa por la alta concentracion de
carbonatos.

De esta forma, la precipitacion de carbonatos en el lago Atexcac estaria sujeta tanto a los aportes
externos de Ca (provenientes del manto acuifero) como a los cambios quimicos en la columna de
agua que incrementaran la concentracién de carbonatos como puede ser un aumento en la tasa
de evaporacion.

Entre los factores que pueden modificar la concentracion de las formas quimicas del carbono se
encuentran la fotosintesis (Shiraishi, 2012), la actividad bacteriana (Bundeleva et al., 2012) y las
estrategias de adquisicion de carbono que poseen algunas cianobacterias (Riding, 2006). La
probabilidad de que el fendmeno de emblanquecimiento en el lago Atexcac tenga sus causas en
variables meramente abidticas disminuye cuando se toma en cuenta que en los meses de agosto,
septiembre y octubre se presenta la mayor precipitaciéon pluvial en la region; por lo que, la
concentracién de sales seria diluida por el aporte de agua, mas no aumentada debido a la
evaporacion. Se podria pensar entonces en el acarreo de materiales de la microcuenca debido a la
precipitacién pluvial. Sin embargo, en primer lugar, aunque el crater estd formado por materiales
sedimentarios y volcdnicos, son estos ultimos los que dominan (Carrasco-Nufiez et al., 2007) y el
aporte iénico de ambos tipos de roca seria de carbonatos, sulfatos, cloro y boratos. En segundo
lugar, una parte del aporte de Ca que podria ser incluido en el lago por efecto del acarreo seria
atrapado por las sustancias mucilaginosas que secretan las cianobacterias, de tal forma que esta
fraccion del calcio permaneceria atrapada y solo hasta después de rebasar la capacidad de
acumulacién del mucilago cianobacteriano se observaria la formacién de carbonato de calcio en el
agua (Arp et al., 1999). Esto ultimo implicaria un cierto nivel de accién bioldgica en el fenédmeno de
emblanquecimiento aunque solo fuera de forma indirecta. Por estas razones se descartaria que en
el lago Atexcac el fendmeno de emblanquecimiento se presente de forma espontdnea y que sus
causas sean exclusivamente abiogénicas.
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Figura 17. Lago Atexcac el dia 22 de agosto de 2014, antes del fenémeno de emblanquecimiento (arriba) y el 26 de
septiembre de 2014, durante el emblanquecimiento (abajo). La coloracién del lago en el mes de octubre fue muy
similar a la observada en agosto, la duracion de éste fendmeno podria ser de 1-2 semanas.

41



Precipitacion de carbonatos inducida por fotosintesis
Se sabe que la actividad fotosintética favorece o provoca directamente la formacién de carbonato
de calcio (CaCO;) como se muestra en la siguiente ecuacién:

Ca2* + 2HCO3 — CaCO5 ! +CO, T +H,0

Esta reaccién tiene lugar cuando se incorporan bicarbonatos del medio acuoso como fuente de
carbono inorganico involucrando el intercambio de Ca en la cubierta celular. De esta forma, al
hidrolizar el bicarbonato se genera OH que reacciona con una parte del CO, que se expulsa al
medio acuoso formando bicarbonatos, otra parte de este CO, se utiliza en el metabolismo celulary
finalmente, el producto principal de la hidrolisis del bicarbonato es el carbonato (Dittrich & Obst,
2004). Estos carbonatos son expulsados al medio acuoso donde se combinan con el Ca formando
CaCO; en la superficie celular (Figura 18).

co? ,

Ca? CaCo, Medio

acuoso

Espacio
citoplasmatico

—’ COZ

OH

HCO;

Hco;, ¢—— CO;

Figura 18. Modelo esquematico del proceso de adquisicion de bicarbonatos por una cianobacteria que desencadena la
precipitacion de carbonatos en su superficie. Basado en Thompson et al. 1997.

Esto ultimo deriva en dos nuevas cuestiones, la nucleacion de carbonatos y la saturacién mineral
de la cubierta celular. Dado que el cambio de pH y la formacidn de CaCO; suceden en el
microambiente de la célula, entonces la formacion del nidcleo mineral ocurre de igual forma en la
superficie de la misma. Las cianobacterias y bacterias heterotréficas en general, pueden presentar
una cubierta celular en la cual se formaria el mineral, no directamente en la membrana de la
célula. Si la cubierta celular se rodea de CaCOj3, el peso podria afectar la flotabilidad, y por lo tanto,
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la distribucion de las bacterias en la columna de agua. En el caso particular del PPA, una reduccién
de su flotabilidad conllevaria a una desventaja, puesto que se veria desplazado a mayor
profundidad donde la cantidad de luz seria limitante para el proceso de fotosintesis.

La capa mas externa de la cubierta celular de las cianobacterias esta constituida por polimeros que
ellas excretan para amortiguar los cambios quimicos del medio circundante, para fijarse a un
sustrato y como medio de proteccién. Estos exopolimeros tienen cargas negativas debido a la
presencia de grupos sulfato en su estructura que ayudan a la fijacién de Ca?* y por lo tanto
permiten que la célula funcione como sitio de reaccion para llevar a cabo la nucleacién (Arp et al.,
1999; Dittrich & Obst, 2004).

Se ha planteado que el PPA puede presentar estrategias para combatir la precipitacion de
minerales en su superficie (Martinez et al., 2010); por lo que, los estudios apuntan a la formacion
de una cubierta con carga positiva para evitar la acumulacidn de cationes. Aunque este proceso no
se ha estudiado a fondo, este tipo de mecanismos que evitan la formacién de CaCO; se
contraponen con la relaciéon existente entre el PPA y el fendmeno de emblanquecimiento.
Martinez et al. (2010) proponen que el papel del APP en la precipitacion de carbonatos no radica
en funcionar como sitios de nucleacion, sino mas bien en favorecer la formaciéon de CaCOs al
incrementar el pH y reducir la disponibilidad de FSR, el cual es un inhibidor de la precipitacion de
CaCO; (Lin & Singer, 2006). Por otra parte se propone que el PPA tiene la capacidad de reemplazar
la cubierta celular una vez que esta se ha saturado de CaCO; (Schultze-Lam et al., 1992), por lo que
de no contar con algun mecanismo para evitar la precipitacion de carbonatos en su cubierta
celular, la cubierta misma seria desechada para no comprometer la integridad del organismo.

Durante el fendmeno de emblanquecimiento del lago Atexcac se encontré una reduccién en la
concentracion del FSR relacionada con la densidad del PPA; la misma relacidn inversa se observo
entre la densidad del PPA y la concentracidn de sulfatos. Es posible que el florecimiento de PPA en
el epilimnion durante el fendmeno de emblanquecimiento contribuya al consumo del FSR y la
formacion de polimeros que son excretados en la superficie de las células del PPA que exige el
consumo de sulfatos corresponde con el descenso de este nutriente durante el evento de
emblanquecimiento. Esto ultimo indica que para el caso particular del lago Atexcac la funcion del
PPA en el fendmeno de emblanquecimiento recae en la eliminacidn el FSR del agua para desinhibir
la formacion de CaCO; y la formacidn de exopolimeros que permiten que la nucleacién se lleve a
cabo en la superficie de la célula.

En la presente investigacion se planted de forma hipotética que se observaria la dominancia de un
grupo de productores primarios antes o durante el fendmeno de emblanquecimiento,
particularmente el picoplancton autotrdéfico. Esta hipdtesis se comprobd al encontrar la presencia
de un florecimiento de PPA en los primeros 5 m de profundidad del sistema durante el evento de
emblanquecimiento. Lo que hace suponer que este fendmeno se presenta principalmente en las
capas mas superficiales de la columna de agua (Figura 5).

43



Relacion densidad-biomasa del PPA

El florecimiento de PPA en el lago Atexcac no implicé un incremento en la biomasa, por el
contrario estuvo acompafiado por una reduccion de la misma en el epilimnion. Esto implicé una
reduccién en el tamafio celular. Se ha observado que la reduccién de tamafio bacteriano esta
asociado con la disminucidn de la concentracidon de FSR (Hernandez-Avilés et al., 2012) por lo que
la reduccion de tamafio de las Pcy en el mes de septiembre puede estar sujeta a la misma
demanda de fésforo que provoca el incremento de la densidad celular, como se explicd
anteriormente.

La divisién del plancton en funcién de su tamafio genera que al caracterizar el grupo del PPA se
agrupen tanto organismos eucariontes como procariontes. Durante los conteos al microscopio se
pudo observar, en funcién de la coloracién de las células, que la presencia de eucariontes en la
fraccion del PPA fue practicamente nula. Sin embargo, aunque es posible determinar que el PPA
en el lago Atexcac estd compuesto principalmente por organismos procariontes no es posible
indicar que todos pertenezcan a la misma especie. De acuerdo con lo reportado, el fendmeno de
emblanquecimiento se ha observado Unicamente en dos lagos de la formacién de los Axalapascos,
el lago Atexcac y el lago La Preciosa. De acuerdo con un estudio filogenético reciente el lago
Atexcac alberga grupos de cianobacterias con una relacién genética cercana a los clisters marinos
de Synechococcus (Callieri et al., 2013). Ademas, con base en el mismo estudio, en estos dos lagos
se encuentran las cepas de Pcy 6A2 (Atexcac) y 8C7 (La Preciosa). Estas cepas se distribuyen
exclusivamente en estos dos lagos y se encuentran relacionadas entre si. Es posible que estas
cepas de Pcy sean las que se relacionan directamente con el emblanquecimiento en sus
respectivos sistemas de origen. La disminucidn del tamafo celular durante el florecimiento de PPA
podria indicar que la cepa 6A2 sea la especie dominante en ese momento y que la densidad de las
cepas de mayor tamanfo decae, reduciendo la biomasa del PPA pese al incremento de la densidad.

Finalmente, el papel del PPA en el fendmeno de emblanquecimiento del lago Atexcac es evidente
en cuanto a la reduccién del FSR aunque no se cuenta con informacién suficiente para determinar
gue las Pcy funcionen como sitios de reaccidn ni para determinar la composicion del PPA durante
el florecimiento de septiembre.

El papel de la comunidad heterotroéfica

El estudio del emblanquecimiento se ha enfocado en la actividad de la comunidad autotrofica y se
ha dejado de lado la funcidon de los organismos heterdtrofos. En el lago Atexcac la comunidad
heterotréfica juega un papel fundamental en el reciclado de nutrientes al descomponer la materia
organica autoctona que se acumula como resultado tanto de los florecimientos algales previos
como de la incorporacién de la materia aléctona de la cuenca. Mientras que el PPA domina los
primeros estratos de la columna de agua por su relacién con la luz, el PPH prevalece en el
hipolimnion. Este patrén se observa, tanto para la densidad, como para la biomasa de ambos
grupos. El PPA se relaciona con el emblanquecimiento porque la distribucion del PPA corresponde
con el supuesto de que el fendmeno de emblanquecimiento es de ocurrencia superficial.
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En el lago Atexcac, la densidad del PPH en el sistema fue mayor a la del PPA hasta en un orden de
magnitud, y alcanzé una biomasa equivalente a mas del doble de la biomasa del PPA (Figura 5).
Cotner & Biddanda (2002) mencionan que en sistemas oligotréficos la proporcién entre el carbono
inorganico disuelto y los nutrientes disueltos es el principal factor que determina una mayor
abundancia de organismos heterdtrofos. De acuerdo con estos autores las bacterias son capaces
de aprovechar el fésforo que se libera de la descomposicidn de la materia organica con una mayor
facilidad que los autdtrofos; por esta razén, los requerimientos nutricionales de las bacterias se
encuentran satisfechos antes que los de los productores primarios y esto se refleja en una mayor
densidad y biomasa heterotrofica.

La funcién restrictiva del fosforo soluble contra la precipitacién de CaCO; que se menciond
anteriormente, podria ser abatida tanto por el florecimiento de PPA como por el consumo del
PPH. La dominancia del PPH en la comunidad procarionte del lago Atexcac es evidente a partir de
los resultados y seria incorrecto no considerar los diferentes efectos de la actividad bacteriana
como un conductor fundamental de los cambios quimicos en columna de agua.

En sistemas con caracteristicas similares al sistema de estudio se ha planteado que la comunidad
bacteriana participa como el principal componente en los procesos de mineralizacién y
reincorporacion del C, N y P (Jones et al., 2001; Falcon et al., 2002; Sorokin et al., 2014;
Valdespino-Castillo et al., 2014) asi como en los ciclos biogeoquimicos del azufre y silicio (Sorokin
et al., 2006; Lanzen et al., 2013) y muy probablemente en la precipitacién de carbonatos
(Thompson, 2000). Por lo que, se plantea que la fraccidon autotrdfica y heterotréfica de la
comunidad bacteriana mantienen y regulan los ciclos biogeoquimicos en el lago Atexcac y, por lo
tanto, presentan una estrecha relacion con el fendmeno de emblanquecimiento en el sistema.

Determinacion del ensamblaje del procarioplancton
Con el objetivo de establecer la dindmica de la comunidad bacteriana en relacion con el fenémeno
de emblanquecimiento se determind su composicién mediante el método de CARD-FISH.

La técnica de FISH (Hibridacién fluorescente in situ, FISH por sus siglas en inglés) se basa en el uso
de sondas de oligonucledtidos marcados con un fluorocromo que se adhieren al acido ribonucleico
ribosomal (rRNA) de las bacterias (Volpi & Bridger, 2008). Las modificaciones a la técnica han
permitido su aplicacién en diferentes areas del conocimiento. La combinacion de FISH con el TSA™
(tiramide signal amplification) conocido también como CARD (Catalyzed reporter deposition) ha
permitido la deteccidn de células con un bajo contenido de rRNA (Pernthaler et al., 2002; Sekar et
al., 2003). La técnica de CARD-FISH consiste, en general, en el proceso de permeabilizacion de la
pared celular y la hibridacion de una sonda de rRNA con su secuencia complementaria en el
ribosoma bacteriano (FISH). La sonda utilizada se marca con HRP (peroxidasa de rabano) vy
utilizando la accidn catalitica de la HRP se favorece la acumulacidn consecutiva de moléculas de
tiramida marcada con un fluorocromo (TSA o CARD). El método de CARD-FISH se encuentra sujeto
a cambios constantes que buscan optimizar la hibridacion de diferentes grupos utilizando sondas
cada vez mas especificas e igualmente disminuir lo mds posible la deteccién errénea de la
hibridacion (falsos positivos y falsos negativos). Aunque el método de CARD-FISH no es perfecto
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(Amann & Fuchs, 2008), permite establecer con un margen de confianza la composicidon de la
comunidad bacteriana en muestras naturales.

Una forma de estimar la calidad de la hibridacién es comparar el porcentaje de hibridacién de la
sonda EUBI-IIl con la suma del porcentaje de células hibridadas con sondas de mayor especificidad.
A través de este método se encontrd que la suma del porcentaje de hibridacién de las sondas para
los grupos Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, BSR, Actinobacteria y
Bacteroidetes (26.52 + 12.2 %) fue menor a la hibridacién obtenida con la sonda EUBI-III durante
los meses de muestreo (41.83 + 15.49). Al utilizar en el calculo la hibridacién obtenida con las
sondas para familia y género, el porcentaje de hibridacidn de la sonda EUBI-IIl es superado
alcanzando incluso el 100 %. Esto porque la mayor especificidad de las sondas para familias y
géneros que tienen una mayor probabilidad de lograr una hibridacion exitosa.

El porcentaje de células hibridadas con las sondas generales EUBI-IIl y ARCH915 durante este
estudio fue de 51.05 + 23.49 %, lo que se puede atribuir a diferentes factores. La via principal para
obtener bajos porcentajes de hibridacidon es una mala aplicacién de la técnica y en segundo lugar
la sobreestimacién de la densidad bacteriana tefiida con DAPI. Al realizar repeticiones de la técnica
y obtener los mismos resultados se puede llegar a descartar el error en la aplicacion de la
hibridacidon. Asimismo la técnica de CARD-FISH se validé siguiendo el protocolo propuesto por
Pernthaler et al. (2002) y utilizando el mismo lote de sondas de oligonucleétidos con muestras
procedentes de un sistema de tratamiento de aguas residuales, donde se registrd arriba del 90%
de hibridacién con la sonda EUBI-IIl. Esto se atribuye a que estas células presentan una mayor
actividad metabdlica por las condiciones donde se desarrollan, como por ejemplo la elevada carga
de materia orgdnica, y nutrientes inorganicos (Hernandez-Veldzquez y Hernandez-Avilés, Com.
Pers.).

Por otra parte, los muestreos realizados en esta investigacion se llevaron a cabo durante la fase de
estratificacion bien establecida del lago. Durante esta etapa, la acumulacion y descomposicion
guimica de la materia organica provoca que el hipolimnion se vuelva andxico. La baja cantidad de
oxigeno aunada a una probable proporcién de carbono organico particulado — carbono organico
disuelto mayor a uno, reduciria la actividad bacteriana. La oxidacidn de la materia orgdnica es
necesaria para poder obtener compuestos organicos de menor tamafio y a su vez ser asimilados
por los organismos heterdtrofos. Se ha explicado que si bien los organismos de menor tamafio
tienen una mayor facilidad para adquirir y optimizar los recursos en menores concentraciones,
también presentan una dificultad por su reducido tamano para adquirir particulas mas grandes
(Cotner & Biddanda, 2002).

La disminucién en la actividad bacteriana genera un gran nimero de células metabdlicamente
inactivas que no son detectadas mediante la técnica de hibridacion pero si pueden ser contadas
por el método de tincion con DAPI (Zweifel & Hagstrom, 1995; Heissenberger et al., 1996; Cole et
al.,, 2007). Esto puede generar una sobreestimacidon de la densidad relativa del PPH en la
preparacion de CARD-FISH y por lo tanto una subestimacién del porcentaje de hibridacion.
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Otros factores que afectan la hibridacion son el bajo contenido de ribosomas y la degradacién de
los sitios de reaccién durante el proceso de permeabilizacion de la pared celular (Wilhartitz et al.,
2007) y las alteraciones en la pared celular que impiden su permeabilizacién (Nystrom et al., 1992;
Gounot & Russell, 1999).

En trabajos publicados donde se utiliza la técnica de CARD-FISH el porcentaje de hibridacion de
diferentes sondas es comparable a lo encontrado en este trabajo (Tabla 4); por lo que los
resultados obtenidos se aceptaron como adecuados para su posterior analisis.

Tabla 4. Porcentaje de hibridacion de sondas cominmente utilizadas en CARD-FISH.

Sistema EUB* ARCH915 BET42a GAMA42a CF3-19a SRB385 C(ita

L. Atexcac 41+15 912 9+9 66 5+7 3+4 Este
estudio

Agua 74 10 N.A. N.A. N.A. N.A. (Wilhartitz

subterranea etal., 2007)

L. Maggiore 49 47 N.A N.A. N.A. N.A. (Callieri et
al., 2009)

L. 51+4 N.A. 18+2 1+1 162 N.A.

Gossenkollesee (Gléckner

L. di Cadagno 46 +9 N.A. 214 03 35 N.A et al., 1999)

L. Baikal 44 +5 N.A. 4+4 02 4+1 N.A.

* Porcentaje de Bacteria obtenido con la sonda EUB338 y con la mezcla EUBI-III
Los valores mostrados corresponden al porcentaje de hibridacién * desviacion estandar, cuando fue disponible
L.= Lago, N.A.= No analizado.

Composicion de la comunidad del procarioplancton

El presente estudio se realizé durante el periodo de estratificacion y abarcé un periodo de
transicién progresiva de la misma etapa (de la estratificacidon bien establecida a la tardia); Por lo
gue, resultd necesario distinguir al menos, dos zonas en donde la composicién bacteriana podria
ser distinta, el epilimnion y el hipolimnion. Los lagos sédicos son conocidos por su elevada
productividad primaria (Melack, 2009) y aunque no todos presentan esta caracteristica es posible
encontrar una elevada actividad fotosintética (Melack & Kilham, 1974); la cual, favorece que en el
epilimnion exista una alta concentracién de oxigeno y, por lo tanto, un potencial redox diferente al
que se ubicaria en la zona hipolimnética, donde la descomposicidon de la materia organica abate la
concentracién de oxigeno generando una condicién andxica que favorece la disminucion del
potencial redox y la actividad heterotrdfica. Por esta razédn se analizé la estructura de la
comunidad bacteriana al mismo tiempo que la distribucién de cada grupo en la columna de agua.
El metalimnion es una zona de transiciéon donde se favorece la presencia de las Pcy pues pueden
aprovechar los nutrientes pese a la baja disponibilidad de luz dado que pueden realizar Ila
fotosintesis por debajo del limite de la zona eufdtica (Camacho et al., 2003; Callieri et al., 2007).
Esto apuntaria a una dominancia de la comunidad autotréfica en esta zona, aunque se ha
planteado que por el ritmo de asimilacién de nutrientes, tanto del PPA, como del PPH, podria
haber un estado de equilibrio entre la produccidon de oxigeno via fotosintesis y su consumo a
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través de la respiracion (Cotner & Biddanda, 2002); por lo que, este estrato no representa un
ambiente contrastante como se menciond para el epilimnion y el hipolimnion sino posiblemente
una zona en equilibrio.

La comunidad bacteriana del lago fue dominada por microorganismos del dominio Bacteria
durante el periodo de estudio mientras que el aporte del grupo Archaea fue minimo excepto
durante el fendmeno de emblanquecimiento (Figura 10). Esta proporcion se ha observado
también en algunos lagos sédicos del Este del Valle del Rift en Africa (Lanzen et al., 2013; Tiodjio et
al., 2014).

En el océano se ha observado un incremento en la densidad de arqueas a mayor profundidad en la
columna de agua mientras que la abundancia de Bacteria se ve disminuida (Karner et al., 2001);
sin embargo, el lago Atexcac presentd una distribuciéon inversa. Los estudios sobre la distribucidn
vertical de las arqueas es escasa en sistemas epicontinentales, ya que el analisis de su distribucién
ha sido realizada en los sedimentos tanto del océano como de sistemas de agua dulce y en algunos
casos adicionalmente con muestras superficiales (< 1 m de profundidad) (Ye et al., 2009). Por otra
parte, la mayoria de los estudios sobre las arqueas apuntan principalmente a su analisis
filogenético mas que a su distribucién (Pouliot et al., 2009).

Los organismos del dominio Archaea son conocidos por su capacidad para desarrollarse en
ambientes con condiciones extremas de temperatura, salinidad, pH o en combinacién de algunas
de las mismas. Aunque no todas las arqueas viven en ambientes extremos, presentan rutas
metabdlicas y procesos fisioldgicos Unicos que las diferencian de las bacterias del dominio
Bacteria. Una de las funciones metabdlicas que manifiesta exclusivamente el dominio Archaea es
la metanogénesis, que es considerado el proceso final en la descomposicidn de la materia organica
y que conlleva la reduccion del carbono. Ademas de la metanogénesis, se conoce la relaciéon de las
arqueas con el proceso de oxidacion anaerobia de sulfatos. La oxidacion anaerobia de sulfatos
provee a las BSR con el sustrato para llevar a cabo su actividad reductora, que a su vez se
encuentra acoplada con la metanogénesis (Arp et al., 1999). Todos esto procesos se llevan a cabo,
primordialmente, en la fase andéxica de la columna de agua principalmente; lo cual, justificaria la
escasez de informacidn sobre la distribucion de las arqueas en la zona oxigenada de los sistemas
acudticos, aunque en este trabajo se presenta un acercamiento de la funcién de las arqueas en la
columna de agua vy su relacién con el fenédmeno de emblangquecimiento.

En este trabajo se estudiaron tres clases de las seis que conforman el filo Proteobacteria. Este filo
agrupa a la mayoria de los grupos bacterianos con alguna importancia para la agricultura,
medicina y la industria, sin embargo, en los sistemas acudticos, las clases Alfa, Beta y
Gammaproteobacteria son las de mayor relevancia ecoldgica (Newton et al., 2011) y fueron
incluidas en este trabajo. El filo Proteobacteria representd una fraccidn importante de Ia
comunidad bacteriana por la abundancia de las clases Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria
mientras que la densidad de Alfaproteobacteria detectada con la sonda ALF968 fue minimo.

La clase Alfaproteobacteria no presentd relacién alguna con las variables medidas en este estudio
y su abundancia fue minima en la columna de agua en los diferentes muestreos. Los organismos
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de esta clase son cosmopolitas, con formas de vida parasitas y simbiontes y ademas presentan una
alta plasticidad genética (Newton et al., 2011). Si bien se ha observado que en los sistemas de
agua dulce la abundancia de este grupo es menor, aunque ubicua, se sabe que la densidad de esta
clase incrementa en presencia de depredadores (Jirgens & Jeppesen, 2000), y que géneros
pertenecientes a este grupo tienen la capacidad de adquirir recursos en condiciones limitantes
(Eiler et al., 2003) y que también pueden aprovechar la materia organica recalcitrante (Hutalle-
Schmelzer et al., 2010). Dado que la depredacién en el lago no ha sido estudiada, no es posible
discutir los efectos que se podrian generar de la presencia de depredadores en el sistema. Por otro
lado, el florecimiento de APP durante el fendmeno de emblanquecimiento podria significar un
nivel de escasez de recursos que no resultaria tan bajo aun para provocar la alta competitividad de
la clase Alfa. De la misma forma, si bien se postulé la posibilidad de que las bacterias de esta clase
puedan degradar materia organica de mayor peso molecular, que estaria disponible en el fondo
del lago, es posible que estos géneros no sean muy abundantes en el sistema. Esto se sustenta con
la distribucidon de la clase que durante el mes de octubre se encontré en el epilimnion vy
metalimnion del lago. De manera que durante agosto y septiembre, la disponibilidad de recursos
hacia que los demas grupos de bacterias tuvieran ritmos de crecimiento mayores a los de estas
proteobacterias, mientras que en la estratificacidn tardia (octubre), la disponibilidad de nutrientes
desde la superficie hasta el top del hipolimnion fue minima, presentado las condiciones necesarias
para que los organismos de este grupo mejor adaptados a la baja disponibilidad de nutrientes,
caracteristica de ambientes oligotréficos y ultraoligotroficos, pudieran optimizar su ritmo de
crecimiento y por lo tanto incrementar su densidad.

Adicionalmente, al utilizar una sonda de oligonucledtidos, la capacidad para identificar a los
organismos se ve sujeta al supuesto de que los organismos de la muestra natural presenten la
secuencia complementaria de la misma; aunado a la gran plasticidad genética del grupo los lagos
presentan el llamado “efecto isla” que promueve la especiacién y genera una alta diversidad
bioldgica. Esto ultimo podria afectar la compatibilidad de la sonda ALF968 y los organismos del
lago Atexcac; por lo que, no se descarta que la clase Alfaproteobacteria forme una parte
importante de la composicion bacteriana del lago.

El género Candidatus LD12 se encontrd en bajas densidades a lo largo del periodo de estudio. Este
género es el grupo hermano de la familia SAR11, la cual representa el componente principal de la
comunidad bacteriana en la zona pelagica del océano y se considera como la especie bacteriana
mas abundante del planeta (Morris et al., 2002; Rappe et al., 2002; Carlson et al., 2008). Contrario
a lo observado en el ambiente marino, la distribucidn de estas bacterias se vio sesgada hacia
estratos mas profundos del sistema, lo que corresponde con la distribucién general de la clase
Alfaproteobacteria en sistemas de agua dulce (Salcher et al., 2011). Se ha planteado que el grupo
LD12 se encuentra en todos los sistemas de agua dulce (Bahr et al., 1996; Zwart et al., 2002); sin
embargo, no se ha podido realizar un cultivo puro de esta bacteria, esto ha dificultado la
incorporacién de su genoma a bases de datos y mas aun el estudio de las funciones de esta
bacteria en el ecosistema.
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Por otro lado, su grupo hermano en sistemas marinos, SAR11l, estd implicado en Ia
remineralizacion de materia orgdnica de bajo peso molecular como glucosa y aminodcidos
(Malmstrom et al., 2004; Alonso & Pernthaler, 2006). Ademds de requerir de compuestos
exogenos sulfato-reducidos para su crecimiento (Tripp et al., 2008). En este estudio se encontré
una relacion positiva entre la densidad del grupo LD12 y la concentracién de amonio. Estas
bacterias al igual que su grupo hermano, SAR11, presentan genomas con bajo contenido de G+C
(Guanina y Citosina); tedricamente esto funciona como una estrategia para evitar la limitacion de
nitrégeno (Ghai et al., 2011) que afectaria a otros grupos bacterianos, por lo que en la etapa de
estratificacion tardia la acumulacién de distintos nutrientes podria favorecer su desarrollo. La
mayor abundancia de este grupo correspondid con las zonas de mayor concentraciéon de amonio
(hacia el fondo del lago) lo cual, de forma andloga, corresponde con la zona en la que las BSR
tuvieron su mayor densidad. Aunque no se encontrdé ninguna correlacion entre ambos grupos, es
posible que las BSR provean de compuestos reducidos a las LD12 favoreciendo su crecimiento
mientras que las LD12 aprovechan los aminoacidos que se liberan de la materia orgdnica en
descomposicién en el hipolimnion.

El género Paracoccus estuvo presente en la columna de agua durante todo el periodo de estudio y
formd la fraccion principal de las bacterias heterotréficas durante el mes de agosto. Durante y
después del fendmeno de emblanquecimiento su densidad se redujo a lo largo de la columna de
agua de igual forma que la concentraciéon de amonio, nutrimento con el cual se encontrd
relacionada la densidad de éste género. Paracoccus esta asociado al proceso de desnitrificacién y
esto explicaria el por qué su densidad depende de la concentracidn de nitrégeno en su forma mas
reducida. En los lagos sddicos, el nitrégeno suele ser el nutrimento limitante dado que el amonio
que se forma de la descomposicion de las células muertas se volatiliza debido al elevado pH o bien
es oxidado por arqueas y bacterias desnitrificantes (Jiang et al., 2009; Vissers et al., 2013) como
seria el caso de Paracoccus. En el lago Atexcac se incorpora una gran cantidad de nitrégeno
durante el florecimiento de Nodularia, tal como sucede en la zona oxigenada de otros lagos
sodicos por accién de bacterias diazotroficas (Sorokin et al., 2014). La descomposicion de los
filamentos de esta cianobacteria libera una alta concentracién de nitrégeno en forma de amonio
que puede ser aprovechado por las bacterias del género Paracoccus, de tal forma que el papel
antagdnico de ambos grupos completa la incorporacidén y remocién de nitrégeno en el lago.

La densidad de las clases Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria en los sistemas acudticos se
ha relacionado con la salinidad del agua (Gléckner et al., 2000; Wu et al., 2006; Biers et al., 2009)
siendo mayor la abundancia de la clase Betaproteobacteria en sistemas de agua dulce (baja
salinidad) mientras que la clase Gammaproteobacteria presenta una mayor abundancia en
sistemas marinos y lagos sédicos (mayor salinidad).

La comunidad bacteriana en los sistemas de agua dulce estd dominada por organismos de los
grupos Actinobacteria y Betaproteobacteria principalmente (Glockner et al., 1999; Gléckner et al.,
2000; Zwart et al., 2002). La abundancia de las clases Beta y Gammaproteobacteria guarda una
relacién con la salinidad del sistema, aunque no se ha mencionado explicitamente qué
componente de la salinidad afecta la distribucién de estas bacterias. En este estudio se encontré
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una correlacién negativa entre la densidad del grupo Betaproteobacteria y gran parte de los
nutrientes, asi como con la conductividad eléctrica y la dureza total, lo que concuerda con el
hecho de que dominen la comunidad procarionte en sistemas de agua dulce. En tanto, la clase
Gammaproteobacteria presenté una relacion positiva con el pH y la alcalinidad de carbonatos,
cuyos valores elevados son caracteristicos de los lagos sédicos, ambientes, donde este es uno de
los grupos mas abundantes y diversos (Jones et al., 1998; Lanzen et al., 2013). Esta relacién indica
una dependencia de la densidad bacteriana con respecto a las formas de carbono predominantes
en el sistema que determinan la dureza y la alcalinidad. Asi, la abundancia de proteobacterias de
las clases Beta y Gamma estaria sujeta a los cambios en el sistema bufer del lago, asi como al
fendmeno de emblanquecimiento por el cambio de las especies quimicas del carbono.

La densidad de la clase Betaproteobacteria guarda una relaciéon directa con las cianobacterias
(Eiler et al., 2006), tal como lo reveld en este estudio el analisis estadistico con respecto a la
densidad y biomasa del PPA. Esta relacion se basa en el aprovechamiento de compuestos de bajo
peso molecular derivados de fitoplancton (compuestos nitrogenados, acidos organicos, acidos
grasos y carbohidratos con un peso molecular <1000 Da) (Simek et al., 2010), aunque en general,
el grupo es sumamente competitivo en sistemas fotosintéticamente activos (Simek et al., 2008).
Esta relacion se observé durante el mes de septiembre cuando ocurrié el florecimiento de PPA y
asimismo la clase Betaproteobacteria alcanzé su maxima densidad.

Las BSR en el lago tuvieron un aporte muy pequefio en cuanto a densidad dentro de la comunidad
bacteriana. Sin embargo, se plantea que la actividad de estas bacterias es indispensable en la zona
anodxica de los sistemas acuaticos, y de mayor relevancia en los lagos sddicos por generar el
sustrato quimico que puede ser aprovechado por las bacterias metanogénicas (Arp et al., 1999). Se
encontré ademas, que la distribucion de las BSR no estuvo limitada a la zona andxica tal como se
ha reportado en diferentes sistemas (Bryukhanov et al., 2011; Hesham & Alamri, 2012). A este
grupo se le atribuye ademas el control de la concentracidon de sulfatos en los lagos sddicos (Jones
et al., 1998) por lo que, pese a su baja densidad, no se descarta que jueguen un papel
fundamental en el ciclo del azufre.

El filo Actinobacteria representd una parte consistente y abundante de la comunidad bacteriana a
lo largo de este estudio. Este filo es uno de los grupos mas diverso en el sentido taxondmico
(Ventura et al., 2007) y se distribuye en una amplia variedad de sistemas de agua dulce con
diferentes caracteristicas quimicas y bioldgicas (Newton et al., 2007). Este filo estuvo asociado
directamente con la variacién del pH en el agua, lo cual se vio reflejado en el abatimiento gradual
de la abundancia de este grupo. Este grupo se ha encontrado como uno de los componentes
principales de la comunidad procarionte de otros lagos sddicos con un pH de =11.5 (Jones et al.,
1998); dado que el pH del lago Atexcac es mucho menor (= 9), es de esperarse que el aporte de
este grupo a la comunidad bacteriana del lago sea menor a la observada en otros sistemas.

La mayor densidad de este filo bacteriano se encontrd en la parte superficial del lago durante el
mes de agosto, lo cual corresponde con lo observado en otros sistemas donde este los organismos
de este filo presentan el pigmento rodopsina (Ghai et al.,, 2013); este cardcter propicia el
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aprovechamiento de la luz, que explicaria su distribucién en la zona con mayor penetracion
luminica en el lago. Por otra parte, durante el mes de septiembre, la distribucion de este grupo se
concentré en la zona del metalimnion y practicamente desaparecid en el mes de octubre. Con
respecto a esto, se ha comprobado que la abundancia de este grupo guarda una relacidn inversa
con la concentracidon de clorofila, mientras que su actividad incrementa cuando la cantidad de
clorofila en el sistema incrementa (Warnecke et al., 2005). Es posible que un incremento de la
concentracién de clorofila en la columna de agua durante la estratificacion pueda afectar la
densidad del filo Actinobacteria como pudo suceder en el mes de octubre, cuando la densidad de
este taxdn descendid a lo largo de la columna de agua posiblemente relacionado con un
incremento en la concentracion de clorofila en el lago (Vizuet-Martinez & Hernandez-Avilés, Com.
Pers.).

Los bajos niveles de deteccion del grupo se contraponen con la amplia distribuciéon y las
observaciones donde forman una gran parte de la comunidad bacteriana (Gléckner et al., 2000;
Warnecke et al., 2005). Estas bacterias son de las mas abundantes en el suelo y se plantea que su
gran abundancia en los sistemas acudticos es resultado de su incorporacion desde la cuenca de
captacion (Warnecke et al., 2005). Sin embargo, se ha encontrado que existe una gran cantidad de
grupos especificos de este filo en diferentes ambientes, demostrando que estas bacterias no son
arrastradas desde la cuenca (Allgaier & Grossart, 2006; Ghai et al., 2013). La formacién de nuevos
grupos especificos del filo Actinobacteria en diferentes ambientes podria coadyuvar a la no
deteccidon de estos organismos como efecto de una hibridacidon defectuosa con la sonda utilizada,
generando falsos negativos que arrojan un menor porcentaje de hibridacién.

La mayor abundancia del filo Bacteroidetes se distribuyd en la zona hipolimnética del lago. Se ha
asociado a los miembros de este grupo con la degradacién de materia organica de alto peso
molecular, es decir, las formas mas complejas del carbono orgéanico disuelto (Kirchman, 2002;
Reichenbach, 2006). Esto es sumamente importante, pues el aprovechamiento del carbono
organico disuelto es el primer paso en el circuito microbiano para la mineralizacion de la
productividad primaria de los sistemas acudticos (Ducklow, 2000). La localizacidn de este grupo en
el lago Atexcac se contrapone al hecho de que la mayoria de los linajes bacterianos comprendidos
en este filo son aerobios (Manz et al., 1996). Pese a esto Ultimo se debe tomar en cuenta que la
sonda CF319a es la mas general para este grupo e hibrida a miembros del grupo Cytophaga-
Flavobacteria pero tiene una afinidad aun mayor a los miembros del grupo Bacteroidetes-
Prevotella, cuyos principales grupos son anaerobios (Weller et al., 2000).

El filo Bacteroidetes se encontré relacionado de forma positiva con la alcalinidad de bicarbonatos y
negativamente con la alcalinidad de carbonatos. Ya que se ha mencionado la capacidad que
presenta este grupo para degradar materia organica cabe destacar que la degradacion bacteriana
de compuestos organicos genera CO, como producto secundario. El CO, en el medio acuoso
reacciona con los carbonatos (CaCO;, principalmente) provocando su disociacion y de esta
reaccion se genera un incremento en la alcalinidad de bicarbonatos y consecuentemente un
descenso en el pH, pardmetro con el cual este filo se encontrd relacionado de forma inversa.
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Dentro del dominio Archaea, la abundancia del filo Thaumarchaeota presenté una distribucion
similar a la que se encontré para todo el dominio. Sin embargo, la densidad del filo fue menor a la
del dominio hasta en un orden de magnitud. Esta diferencia en el rango de deteccidn celular se
puede atribuir a la diferencia en la sensibilidad de cada sonda y principalmente a la composicion
del dominio Archaea.

Recientemente, se dividié al dominio Archaea en tres filos, el que se formd mas recientemente fue
Thaumarchaeota, que posee caracteristicas que lo separan del filo Crenearchaeota donde se
encontraba agrupado anteriormente (Brochier-Armanet et al., 2008). La sonda CREN537 fue
disefiada para detectar bacterias del filo Crenearchaeota, sin embargo, actualmente su
especificidad es para el grupo Thaumarchaeota. Aunque se pueda pensar que existe un cierto nivel
de error en la deteccion de organismos con el uso de esta sonda, existe una cuestién de mayor
importancia, en los lagos sddicos se ha observado que son mas importantes los miembros del
grupo Euryarchaeota por su funcion metabdlica relacionada con el ciclo del metano, mientras que
el grupo Thaumarchaeota se encuentra en menor proporcién (Jones et al., 1998), por lo que la
deteccidn del grupo con el uso de la sonda CREN537 seria per se practicamente nulo.

La familia Planctomycetaceae se encuentra dentro de los grupos mas abundantes en el océano y
en el agua dulce (Pizzetti et al., 2011). Aunque han sido poco estudiados al no estar bien
representados en las bibliotecas genéticas (Newton et al., 2011). Este grupo es de particular
importancia en el lago Atexcac pues se ha encontrado que su densidad incrementa en relacion a
los florecimientos bacterianos (Janse et al., 2000; Brimmer et al., 2004, Eiler & Bertilsson, 2004;
Tadonléké, 2007). Esta respuesta se encuentra un tanto desfasada pues estas bacterias
aprovechan los carbohidratos que se almacenan dentro de las células de los autotrofos (Rabus et
al., 2002; Woebken et al., 2007) por lo que pueden aprovechar estas sustancias de reserva hasta
que se alcanza cierto punto de la degradacidn de las células fitoplanctonicas muertas.

Las bacterias de la familia Planctomycetaceae estuvieron relacionadas de forma inversa con el
silicio. En un estudio realizado en el océano este grupo se relacioné de la misma forma con un
florecimiento de diatomeas (Pizzetti et al., 2011). Las diatomeas remueven el silicio disuelto en el
agua y lo mineralizan en sus estructuras caracteristicas. Durante este estudio se observé una
reducciéon en la concentracién de silicatos durante el mes de septiembre, que corresponde con la
mayor densidad de la familia Planctomycetaceae. Se desconoce la presencia de un florecimiento
tardio de diatomeas en el lago Atexcac, ya que se piensa que este sucede en el invierno, durante la
temporada de mezcla, de forma similar a lo reportado en el lago Alchichica (Ardiles et al., 2012).
Sin embargo, destaca la relacién negativa entre la densidad del grupo y la concentracion de
silicatos, esto apunta a que posiblemente existe un efecto negativo del silicio sobre la actividad de
estas bacterias.

Aparte de la funcién que juegan estas bacterias en el ciclo del carbono, este grupo se caracteriza
por la capacidad de realizar la oxidacién del amonio en condiciones anaerobias. Este proceso
denominado Anammox (Anaerobic ammonium oxidation) se ha vuelto de particular importancia
para la tecnologia de bio-reactores. Este proceso es realizado por bacterias de diferentes géneros
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Candidatus (Fuerst, 2004) que se encontrarian dentro de la familia Planctomycetaceae (Pizzetti et
al., 2011). Aunque el analisis estadistico de los datos no demostrd correlacion alguna entre este
grupo y la concentracién de amonio es de mayor interés, dentro del marco de investigacion del
fendmeno de emblanquecimiento, la presencia de grupos con la capacidad de almacenar
magnesio ya que esto determinaria una mayor disponibilidad de calcio con respecto a la de
magnesio; lo cual, indica que la sal formada durante el fendmeno de emblanquecimiento es
carbonato de calcio. Las bacterias con la capacidad de almacenar Mg®* fueron consideradas en
este trabajo dada la relacidn negativa de la densidad del grupo con la dureza total.

La actividad bacteriana como modeladora de los ciclos biogeoquimicos en el lago Atexcac

Los lagos sddicos presentan caracteristicas quimicas que resultan favorables para la presencia y
concatenacion de los ciclos biogeoquimicos del C, N, P, y S (Schlesinger et al., 2011) tanto por su
origen como por los procesos de concentracion de sales. El lago Atexcac es un sistema con una
salinidad moderada (oligosalino) y una elevada alcalinidad, la salinidad afecta principalmente el
ciclo del nitrégeno, incluso inhibiéndolo en sistemas hipersalinos (Sorokin et al., 2014) mientras
que la elevada alcalinidad amortigua los cambios en el pH producidos por procesos fisioldgicos
como la nitrificacion y desnitrificacion. La actividad de los diferentes grupos procariontes, como se
menciond anteriormente, modela los compartimentos de los ciclos biogeoquimicos que toman
lugar dentro de los sistemas acudticos y en el lago Atexcac la actividad bioldgica es el principal
conductor del reciclado de materiales, puesto que el lago se encuentra en una cuenca cerrada vy el
acarreo de materiales solo sucede en la temporada de lluvias (alrededor de tres meses al afio). De
esta forma, la incorporacién de carbono y fésforo particulado se da desde la cuencay, a su vez, el
N y CO, son incorporados al lago desde la atmdsfera. Elementos como el azufre y el silicio se
encuentran disueltos en el agua en grandes cantidades debido a que el lago se sitla sobre rocas
de origen volcdnico principalmente (Armienta et al., 2008).

El aire estd constituido principalmente por nitrégeno (78 %) seguido del oxigeno (21 %) mientras
gue el CO, constituye apenas ~0.038 %, sin embargo, su solubilidad en el agua es mucho mayor ya
gue el CO, reacciona con el agua formando acido carbdnico, bicarbonato y carbonato. El CO, que
se incorpora desde la atmésfera es aprovechando por los grupos de fitoplancton vy
bacterioplancton fotoautétrofo en el lago, sobre todo durante los florecimientos de cianobacterias
(Nodularia y PPA). Los florecimientos sucesivos de fitoplancton o bacterioplancton autotréfico
aportan materia orgdnica al sistema que es degradada a lo largo de toda la columna de agua por
grupos degradadores de materia organica que hidrolizan polimeros principalmente (Sorokin et al.,
2014). Esta funcidn en los lagos sédicos es realizada por Gammaproteobacteria, Actinobacteria y
Bacteroidetes (Reichenbach, 2006; Grant & Sorokin, 2011). Después de esta fase de degradacion
primaria, grupos tales como LD12 y Betaproteobacteria continuarian el proceso de degradacion
dado que el metabolismo de estos grupos se ha relacionado principalmente con la descomposicion
de compuestos organicos de bajo peso molecular (Malmstrom et al., 2004; Alonso & Pernthaler,
2006; Simek et al., 2010). Como resultado de la degradacién de la materia orgénica la
concentracién de oxigeno disuelto es abatida y el CO, es generado como producto residual.
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El florecimiento de Nodularia es crucial para el desarrollo de la comunidad biolégica del lago pues
es a través de los heterocistes de esta cianobacteria que se fija nitrogeno atmosférico (N,) que
posteriormente serd liberado en el sistema por efecto de la lisis celular. Este amonio serad utilizado
en la zona oxigenada por las bacterias nitrificantes para producir nitritos (NO3) y nitratos (NO3)
por bacterias de los grupos Alfaproteobacteria y Betaproteobacteria como se ha visto en otros
lagos sddicos (Sorokin & Kuenen, 2005). En el lago Atexcac, la oxidacién del amonio y de los
nitritos podria estar siendo realizada principalmente por el grupo Betaproteobacteria ya que
presentdé correlaciones negativas con ambos pardmetros.

Los nitratos formados durante la nitrificacién serian utilizados como sustrato por las bacterias del
género Paracoccus, conocido por realizar el proceso de desnitrificacion, y que ademas fue
encontrado en altas densidades durante este estudio. El amonio formado en la zona anéxica del
sistema podria ser aprovechado por la familia Planctomycetaceae para realizar el proceso de
oxidacion anaerobia del amonio (Anammox) formando N, que serd removido del sistema por
volatilizacién.

El fésforo en los sistemas de agua dulce (salinidad < 3 g L) suele ser el nutrimento limitante
(Spivakov et al., 1999), sin embargo, en los lagos sddicos este elemento se encuentra en grandes
concentraciones (Kharaka et al., 1984). Durante la temporada de lluvias (de agosto a septiembre)
una gran cantidad de materia orgdnica y terrigenos son acarreados hasta el lago, de esta manera
se incorpora una alta concentracion de fésforo particulado cuya fraccidon soluble (FSR) es
aprovechado por el fitoplancton, Pcy (PPA) y bacterias heterétrofas. El resto del fésforo
particulado es utilizado por las bacterias del filo Bacteroidetes que han sido relacionadas
directamente con la degradacién de material particulado (células y compuestos organicos
complejos) (Rosselld-Mora et al., 1999). Esto se puede asociar con el incremento de la densidad de
este grupo durante el mes de octubre, ya que corresponde con la temporada de lluvias e implica
una mayor cantidad de material particulado en el sistema. El fésforo en el agua es acumulado por
los organismos, reciclado por los heterétrofos y reincorporado en la columna de agua durante la
mezcla.

Uno de los procesos de mayor importancia en los lagos sddicos es la reduccién de compuestos
oxidados de azufre (Sorokin et al., 2010) ya que la elevada concentracion de sulfatos y la salinidad
(que suprime la actividad de las bacterias metanogénicas) favorecen la presencia de un ciclo
biogeoquimico del azufre muy activo (Ryu et al., 2004; Waldron et al., 2007). Aunque los estudios
sobre las BSR son escasos en lagos sddicos (Sorokin et al., 2011), se sabe que las que se
encuentran en esos sistemas son del grupo Desulfovibrionales, que realizan la reduccidn completa
del sulfato (SO - H,S) y que no tienen la capacidad de reducir azufre elemental (Sorokin et al.,
2014). La oxidacion del azufre es realizada por algunos géneros de la clase Gammaproteobacteria
en la zona oxigenada de los lagos (Sorokin et al., 2014) y se considera que la reduccién del azufre
se lleva a cabo en la zona andxica, dado que un bajo potencial redox favorece la reaccion. Sin
embargo la distribucion de las BSR en el lago Atexcac no estuvo limitada al hipolimnion lo que
corresponde con lo encontrado en otros sistemas (Hernandez-Avilés et al., 2010; Bryukhanov et
al., 2011; Hesham & Alamri, 2012). Por otra parte, Hesham & Alamri (2012) detectaron bacterias
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reductora del azufre en un medio aerobio mediante FISH y en este estudio se detectaron con
CARD-FISH, al tener deteccién positiva de los organismos con esta técnicas se puede decir que
estas bacterias eran metabdlicamente activas. Esto indica que el ciclo del azufre en el lago no esta
delimitado por la concentracidon de oxigeno del medio y que las BSR en este sistema poseen
caracteristicas que les permiten realizar sus procesos metabdlicos sin ser afectados por la
concentracién de oxigeno. El descenso en la concentracion de sulfatos durante el fenédmeno de
emblanquecimiento podria responder a una mayor actividad de las BSR. Sin embargo la reduccion
de sulfatos no estd ligada a la densidad de BSR y el incremento en la reduccién de sulfatos se ha
relacionado principalmente con la densidad del grupo Cytophaga-Flavobacteria (Rossell6-Mora et
al., 1999), agrupado dentro del filo Bacteroidetes.

El fendmeno de emblanquecimiento en el Lago Atexcac

Riding (2000), reporta que la nucleacién de carbonatos puede ser realizada igualmente por
bacterias autotrdficas y heterotréficas. En este estudio, el florecimiento de PPA durante el
fendmeno de emblanquecimiento coloca al PPA como el presunto grupo responsable de la
precipitacién de carbonatos. Este florecimiento coincidié también con el maximo de la dureza
temporal (Figura 17).

El carbonato de calcio forma parte de la dureza temporal y los picos en la concentracién de esta
sal se han explicado por la actividad del PPA (Dittrich & Obst, 2004). La asociacidon entre el PPAy la
precipitacion radica en la remocién de CO, por efecto de la fotosintesis. Kosamu & Obst (2009)
mencionan que no existe una relacién quimica directa entre la fotoasimilacién de HCO3 vy la
precipitacion de carbonatos, pues demostraron experimentalmente que las alteraciones en el
microambiente debidas a la fotosintesis no tuvieron ningun efecto sobre la nucleacién. De manera
similar, durante un fendmeno de emblanquecimiento en el Mar Mediterraneo se observo que las
particulas en suspensidn no correspondian a ninguna estructura de origen bioldgico y se concluyé
gue los florecimientos algales desencadenan la precipitacidn inorgdnica de carbonatos (Sondi &
Juraci¢, 2010). La precipitacidon inorgdnica requeriria de condiciones fisico-quimicas favorables
como un incremento en la temperatura y una mayor actividad idnica (concentracidon de sales
debida a la temperatura) (Kienel et al., 2009); por lo cual, el emblanquecimiento del Mar
Mediterraneo ocurrié a principios de junio cuando la temperatura superficial era de 25 °C, sin
embargo, en Atexcac el emblanquecimiento se dio durante el mes de septiembre, bajo una
temperatura superficial de 19.5 °C. Esto apunta a que la precipitacion de carbonatos en Atexcac
ocurre como consecuencia de la actividad bioldgica y seria poco probable que sucediera de forma
inorganica.

Un escenario que explicaria el fenédmeno de emblanquecimiento en Atexcac como un proceso
inorgdnico se basa en la fuente de calcio que podria detonar la precipitacidon. El radio de
evaporacién-precipitacion que domina en la regién donde se sitia el lago Atexcac favorece la
concentracién de sales mientras que la fuente de calcio en estos lagos podria ser principalmente el
manto acuifero. El nivel de agua de los lagos de esta region se mantiene principalmente por
influjos del manto acuifero (Alcocer et al., 2005). A este respecto, de acuerdo con la
sedimentologia del lago Atexcac (Carrasco-Nufez et al., 2007), el agua proveniente del manto
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acuifero podria contener una alta cantidad de calcio. Dado que el fendmeno de
emblanquecimiento ocurrié en plena temporada de lluvias, un influjo importante de agua del
manto acuifero es muy probable. Esta teoria estaria apoyada ademds con el incremento de la
abundancia de arqueas durante el fendmeno de emblanquecimiento, que se contrapone con la
participacidon de estos organismos en la precipitacién de carbonatos en consorcios microbianos
donde su densidad y diversidad es practicamente nula (Couradeau et al., 2011) y se ha observado
que del 1-20 % de la abundancia total de la comunidad procarionte en agua subterrdnea
corresponde a arqueas (Wilhartitz et al., 2007). Esto explicaria la correlacidon negativa de este
dominio con una gran cantidad de parametros fisico-quimicos y nutrientes del sistema, pues
implicarian condiciones ajenas a su ambiente natural.

La alternativa mas probable es que las condiciones para que se lleve a cabo la precipitacion de
carbonatos en Atexcac son inducidas por la comunidad heterotréfica y la nucleaciéon es realizada
por la componente autotréfica. La reduccidn de sulfatos, la reduccidn del nitrato y el proceso de
amonificacién asi como la liberacién de amonio resultante de la descomposicién aerobia de
aminoacidos contribuyen significativamente al incremento de la alcalinidad (Arp et al., 1999).
Dentro del intervalo de pH registrado en este estudio, la disponibilidad de CO, en el lago seria nula
o minima, si bien, el PPA no realiza la nucleacién cuando tiene suficiente CO, (Kosamu & Obst,
2009). Bajo estas condiciones de pH, las Pcys pueden aprovechar los bicarbonatos como una
estrategia para obtener CO, (Riding, 2006). Como se menciond anteriormente, la remocién de
bicarbonatos libera carbonatos en el medio circundante de la célula y este reacciona con el calcio
desencadenando la nucleacién. El calcio que se encuentra en baja concentracion en los lagos
sédicos puede ser atrapado en el mucilago bacteriano formado por polimeros (extracellular
polymeric substances EPS, por sus siglas en inglés) con cargas negativas que son afines a los
cationes polivalentes como el calcio Ca*"y el magnesio Mg”* (Obst et al., 2009). La degradacién de
los EPS juega un papel de mayor importancia que la misma bacteria en la precipitacién de
carbonatos segln Spadafora et al. (2010), pues a partir de su degradacion se forman nanoglébulos
gue funcionan como centros de nucleacidn y constituyen la primer etapa para la formacién del
carbonato mineral, y en cierto punto la célula misma se convierte en el centro de reaccién
(Couradeau et al., 2011). Asimismo, se propone que la reduccién de sulfatos no tiene un efecto
significativo sobre la precipitacion de CaCO;, ya que la presencia de BSR puede favorecer la
nucleacion pero la presencia de bacterias muertas tiene un efecto similar e incluso mayor que el
de las bacterias metabodlicamente activas (Bosak & Newman, 2003).

El procarioplancton del lago Atexcac mostré una estructura cambiante durante el periodo de
estudio, a lo largo de este andlisis se han propuesto las relaciones principales de los diferentes
taxa bacterianos en la dindmica del lago antes durante y después del evento de
emblanquecimiento. Realizar estudios mas finos apuntando al metabolismo bacteriano y al analisis
de particulas durante el fendmeno de emblanquecimiento podrian revelar nuevas claves para el
entendimiento completo de este proceso; tal como el papel del silicio en la formacion de distintas
estructuras cristalinas de carbonato de calcio y magnesio (Garcia Ruiz, 1998). La gran diversidad
bacteriana detectada mediante CARD-FISH y las relaciones funcionales encontradas entre los
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diferentes tipos de bacterias y las variables limnoldgicas corroboran la importancia de los lagos
sddicos como ambientes Unicos para el estudio de la comunidad procarionte y su relacién con los
ciclos biogeoquimicos. El estudio del fenémeno de emblanquecimiento podria ofrecer informacion
sobre las rutas de formacion de sedimentos calcareos en el océano, las condiciones quimicas del
océano primigenio y los efectos del calentamiento global. Esto Ultimo gracias a la gran cantidad de
procesos bioldgicos y fisico-quimicos con los que se relaciona este fendmeno.

CONCLUSIONES

La comunidad bacteriana del lago estd constituida principalmente por el dominio Bacteria
mientras que el aporte del dominio Archaea, aunque constante, fue minimo excepto durante el
evento de emblanquecimiento.

A lo largo de este estudio, el metalimnion albergd una mayor densidad de los taxa relacionados
con el metabolismo del nitrégeno. Sin embargo, la mayor diversidad y densidad de bacterias se
encontré en el epi e hipolimnion, debido al contraste en las caracteristicas de temperatura y
oxigeno disuelto, propias de cada estrato, y a las relaciones de los diferentes tipos de bacterias
con los productores primarios y la materia organica en decaimiento que generd la formacién de
dos nichos ecoldgicos distintos en el mismo sistema.

En el lago Atexcac la actividad bioldgica es la causa principal del reciclado de nutrientes, el fésforo
y una fraccidon del carbono son incorporados desde la cuenca de captacidon por efecto de la
precipitacion pluvial mientras que el nitréogeno y el CO, son incorporados al lago desde la
atmoésfera. El florecimiento de Nodularia es crucial para el desarrollo de los organismos en el lago
pues esta cianobacteria incorpora materia orgdnica al sistema que es aprovechada por bacterias
heterotréficas cuya actividad hidrolitica libera el nitrégeno atmosférico fijado previamente por
Nodularia y produce CO, completando asi el ciclo de carbono en el lago.

Durante el fendmeno de emblanquecimiento la fraccién heterotréfica de la comunidad
procarionte es dominante, aunque el filo Cyanobacteria es el taxdn mas abundante. El
florecimiento de cianobacterias (PPA) que fue observado en el epilimnion del lago durante el mes
de septiembre juega un papel fundamental en el fenédmeno de emblanquecimiento formando
exopolimeros que permiten que la nucleacidn se lleve a cabo en la superficie de la célula y
consumiendo el FSR que tiene un efecto inhibidor de la precipitacion.

En Atexcac, el fendmeno de emblanquecimiento sucedié a una temperatura superficial de 19.5 °C
durante la temporada de lluvias. Esto apunta a que la precipitacion de carbonatos en el sistema
ocurre como consecuencia de la actividad bioldgica y no de forma inorganica. El incremento del
pH, la alcalinidad y la concentracién de calcio son resultado de la actividad metabdlica de
diferentes bacterias, estas condiciones propician la ocurrencia del fendmeno de
emblanquecimiento tomando la superficie de bacterias autotrdficas y heterotroficas como el sitio
donde tiene lugar la nucleacién.
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Séneca (4 a. C. — 65 d. C.), Cuestiones naturales, libro 7.
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