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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 la composicién del picoplancton procarionte del lago la
Preciosa, antes, durante y después del fendmeno de emblanquecimiento (“Whiting event”),
el cual es un proceso en el que se forman cristales de carbonato de calcio, como resultado
de la accién de microorganismos capaces de utilizar bicarbonatos para los procesos de
fotosintesis, lo que provoca una coloracion blanquecina en el agua y una disminucion en la
zona eufdtica del sistema. Este fendbmeno se presenta en ambientes marinos y en algunos
sistemas acuaticos interiores. La frecuencia con la que se presenta el fenbmeno de
emblanquecimiento se ha relacionado con la comunidad biolégica que se encuentra en los
sistemas particularmente picocianobacterias y bacterias sulfato reductoras, y se infiere que
puede estar relacionado con el calentamiento global al vincularse con el ciclo del carbono.

Por medio de la técnica de biologia molecular denominada CARD-FISH se realiz6 la
deteccién de los taxa bacterianos mas importantes presentes en los sistemas lacustres. La
comunidad bacteriana estuvo dominada por miembros del dominio Bacteria, en su mayoria
por organismos de la clase Alfaproteobacteria y Betaproteobacteria. Para las densidades
de ambas clases se registré una sucesion espacio-temporal debido al cambio del pH y, a
su vez, de las alcalinidades de carbonatos y bicarbonatos.

Asi mismo, los taxa que fueron identificados se relacionaron con los ciclos biogeoquimicos
del sistema. En el ciclo del carbono el picoplancton autotréfico (PPA) es el encargado de la
fijacion de CO. mediante fotosintesis. Mientras diferentes taxa como Actinobacteria,
Gammaproteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes y LD12-121 participan en la
degradacion de la materia organica. Por otra parte, clases como Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria y el filo Thaumarchaeota participan activamente en el ciclo de
nitrdgeno en condiciones aerobias; por otro lado, organismos de la familia
Planctomycetacea pueden llevar a cabo la oxidacién anaerobia del amonio. En el ciclo del
azufre las bacterias sulfato reductoras (BSR) como su nombre lo indica realizan la reduccién
de mas oxidada del azufre en el sistemay la clase Gammaproteobacteria utiliza las formas
reducidas del azufre como donador de electrones. Finalmente, en el ciclo del fésforo, éste
macronutriente es utilizado por la comunidad de PPA y las bacterias heterotrofas dando
como resultado una relacion positiva entre las concentraciones elevadas de fosforo con el
aumento de su biomasa.

A partir de esta investigacién se concluy6é que la comunidad bacteriana principalmente
autotréfica, y la heterotrédfica, pueden participar activamente en el fenbmeno de
emblanquecimiento en el lago la Preciosa, lo cual, reduce la posibilidad de que el origen de
este fenébmeno ocurra debido a factores fisicos o quimicos.

Palabras clave: procarioplancton, bacterias, fenbmeno de emblanquecimiento, ciclos
biogeoquimicos, distribucién, abundancia.



INTRODUCCION

Hace algunos afios, el entendimiento del papel que juegan los microorganismos en los
procesos ecoldgicos y biogeoquimicos comenzd a crecer a un ritmo acelerado. En el siglo
XVII, Von Leeuwenhoek fue el primero en observar microorganismos en muestras de agua
de lagos, sin embargo, el desarrollo de la Microbiologia como disciplina cientifica fue muy
lento y el campo de la Ecologia microbiana se dio hasta la mitad del siglo XX.
Posteriormente, Vernadsky (1945) reconocié la importancia de los microorganismos en
procesos globales y muchos cientificos, a inicios del siglo XX, enfatizaron que las bacterias
y otros microorganismos eran componentes importantes de los ecosistemas (Cotner &
Biddanda., 2002).

Ahora se tiene la capacidad de cuantificar la influencia microbiana en los procesos
biogeoquimicos, en gran parte como resultado de grandes avances metodoldgicos en
guimica ambiental, microscopia de epifluorescencia, analisis de imagen y una gran variedad
de tinciones permiten visualizar el mundo microbiano (Cotner & Biddanda., 2002).

El procarioplancton se define como organismos unicelulares que no cuentan con un nucleo
celular diferenciado pertenecientes a los dominios Bacteria y Archaea presentes en
sistemas acuaticos supeditados a su hidrodindmica. Son un componente importante de las
comunidades microbianas y de la estructura funcional de los ecosistemas por sus rutas
metabdlicas Unicas y elementos moleculares especificos que forman un eje central de los
procesos biogeoquimicos de todos los ecosistemas (Falkowski, 1994). Existe un criterio de
separar a los organismos del plancton por su tamafio. Sieburth et al., (1978) agreg¢ el
término picoplancton donde incluye organismos de tamafio 0.02-0.2 um. El picoplancton
incluye organismos tanto procariontes (picocianobacterias) y eucariontes fototroficos y
heterotréficos (Stockner & Shortreed, 1991).

El emblanquecimiento, evento de emblanquecimiento o fendmeno blanco (Whitings o
Whiting events segin Thompson et al., 1997) es un proceso que se ha observado en
sistemas de agua dulce y marina de regiones tropicales y subtropicales, en el cual, ocurre
la precipitacion de pequefias particulas de carbonato de calcio (1-2 um de diametro) que
generan un color blanquecino en el agua, a lo que debe su nombre dicho fenémeno (Cloud,
1962).

Anteriormente se habian desarrollado, principalmente, dos teorias que explican el origen
del emblanquecimiento, la primera se refiere a un proceso inorganico en la cual se presenta
la precipitacion de carbonato como una respuesta a los cambios en la temperatura del agua
y a la actividad de los iones relacionados con cambios climaticos estacionales y la segunda
que habla de un proceso inducido biolégicamente por la remocion de CO, durante la
fotosintesis (Thompson et al., 1997). Se ha propuesto que la precipitacion espontanea de
carbonatos sucede bajo condiciones fisicas y quimicas favorables, sin embargo, se ha
demostrado que el proceso de formacion de carbonatos no debe ser descrito solo desde el
punto de vista inorgénico de precipitacion, ya que debe estar relacionado con la actividad
biol6gica durante eventos especificos en un sistema (Thompson et al., 1997; Hodell et al.,
1998; Sondi & Juraci¢, 2010).



En la actualidad se proponen tres posibles mecanismos por los cuales el procarioplancton
podria relacionarse con la mineralizacion del carbonato de calcio (Kosamu & Obst, 2009):

1) La induccion biolégica de la precipitacion debido a cambios quimicos en el medio
circundante a la pared celular por efecto de la fotosintesis.

2) La biomineralizacién biolégicamente controlada donde la superficie de la célula funciona
como sitio de nucleacion.

3) Un proceso dominado por el organismo en el que el intercambio iénico activo de la célula
permite la formacion de carbonato de calcio.

Los estudios sobre el fenbmeno blanco se han centrado principalmente en la cantidad de
materia que se incorpora durante éste, y no al proceso como tal; a pesar de esto,
recientemente se descubrié un nuevo mecanismo de formacion intracelular de carbonato
de calcio por parte de microorganismos procariotas del grupo de las cianobacterias
(Couradeau et al., 2012).

Uno de los aspectos de mayor interés en ecologia ha sido el estudio de los factores bi6ticos
y abidticos que regulan la dindmica y la estructura de las comunidades naturales. Conocer
las interacciones entre estos factores y cuantificar su importancia relativa representa uno
de los principales retos a los que se enfrenta esta disciplina (Conde-Porcuna et al., 2004,
Martinez et al., 2010).

La diversidad, abundancia y la actividad de los microorganismos en la columna de agua es
fundamental en los estudios de microbiologia acuatica (Amann et al., 1990). En particular,
el enfoque del RNA ribosomal para la ecologia y evolucion microbiana se ha convertido en
una parte integral de la microbiologia ambiental (Amann & Fuchs, 2008). Fluorescence in
situ hybridization (FISH) ha probado ser una herramienta muy eficiente para dicho analisis
en diversos ambientes (Amann et al., 2001), como en lagos templados y boreales, asi como
en océanos (Glockner et al., 2000; Jurgens et al., 2000; Pernthaler et al., 2002; Hernandez
et al., 2010).

La técnica de FISH-CARD (Fluorescence In situ Hybridization and Catalized Reporter
Deposition) desarrollada por Pernthaler (2002) para ambientes marinos fue modificada por
Sekar et al. (2003) para ambientes interiores. Estas modificaciones permitieron un mayor
rango de deteccion de taxa bacterianos en el procedimiento, por lo que, la determinacion
de los taxa bacterianos, presentes en la columna de agua, se ha vuelto mas precisa.



Clasificacion taxonémica de los taxa bacterianos estudiados. Los taxa analizados se
presentan en negritas.

Dominio Bacteria
Filo: Cyanobacteria

Género: Synecococcus (Callieri et al., 2013)

Filo: Proteobacteria
Clase: Alfaproteobacteria
Género: Candidatus pelagibacter LD12
Género: Paracoccus
Clase: Betaproteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Clase: Deltaproteobacteria

Filo: Actinobacteria

Filo: Bacteroidetes

Filo: Planctomycetes

Familia: Planctomycetaceae

Dominio: Archaea

Filo: Thaumarchaeota



ANTECEDENTES

Los lagos alojados en las depresiones formadas por la expulsion violenta del magma forman
crateres de origen explosivo, que se denominan “Maars”. Los lagos tipo “Maar” tienen
normalmente una forma casi circular y pueden ser muy profundos con relacién a su pequefia
area superficial. Estos lagos presentan caracteristicas especificas y, dada su importancia
ecoldgica y su relacion con la actividad volcanica que les origina, han sido objeto de
diversos estudios. La quimica del agua de estos lagos y de los reservorios vinculados a
algun volcéan dentro o fuera del Eje Volcanico Mexicano, ha sido determinada por varios
afios y examinada con respecto a los factores ambientales y geoldgicos (Armienta et
al.,2008).

Con respecto a la comunidad bacteriana, se ha reportado que estos organismos y el
contenido de materia organica disuelta se han usado para examinar el crecimiento,
biomasa, eficiencia de crecimiento y la composicion de la comunidad bacteriana a partir de
la concentracién de las fuentes de carbono en el sistema (Eiler et al., 2003).

Glockner et al., (1999) utilizaron la técnica de FISH para realizar una comparaciéon de
bacterioplancton en diferentes lagos y océanos. En este estudio obtuvieron como resultado
una dominancia de células de los dominios Bacteria y Archaea; de los cuales, fueron
identificados algunos grupos bacterianos con oligonucleétidos especificos que se
relacionaron con algunas clases de Proteobacteria y Bacteroidetes.

En México, Hernandez et al., (2010) realizaron un estudio sobre la composicion del
picoplancton procariotico usando FISH en el lago tropical Alchichica. En donde registraron
que el picoplancton autotréfico y heterotréfico aumentaron durante el periodo de mezcla
(durante el invierno) en el sistema. Asi mismo, determinaron la composicién microbiana de
los dominios Bacteria y Archaea, identificando taxa especificos como Planctomycetes,
Proteobacteria, del género Paracoccus y bacterias reductoras del azufre.

Sarmento (2012) realiz6 una revision sobre la importancia de la red tréfica microbiana en
lagos tropicales durante el proceso de reciclamiento de nutrimentos, ya que existe una
mayor actividad de los organismos aut6trofos durante periodos de tiempo mas largos que
en lagos templados.

Dittrich & Obst (2004) realizaron un estudio sobre la participacion de la fotosintesis realizada
por las picocianobacterias en la precipitacion de calcita en diferentes sistemas acuaticos;
concluyendo que las picocianobacterias pueden realizar la calcificacion en aguas
oligotroficas, carbonatadas y ricas en calcio y que la precipitacién ocurre cuando aumenta
la densidad de picoplancton autotroéfico.



HIPOTESIS

Se espera que, durante el fendmeno de emblanquecimiento, se presente una mayor
abundancia de grupos procariontes autotréficos en el estrato superficial de la
columna de agua debido a la relacion de la fotosintesis oxigénica y la nucleacion de
los bicarbonatos. Asi mismo, se espera observar un grupo bacteriano, 0 mas,
dominando la estructura de la comunidad procarionte durante el fenbmeno de
emblanquecimiento.

Una mayor disponibilidad de materia organica y de nutrientes, ademas de la
formacion de gradientes quimicos en la termoclina favoreceran un aumento en la
diversidad y abundancia de grupos procariontes heterotréficos y autotroficos dentro
de la termoclina.

La cantidad de carbonato de calcio que precipite como resultado del fenémeno de
emblanquecimiento respondera fundamentalmente a factores fisicos y quimicos;
como el incremento de la temperatura del agua, cambios en el pH y en la
conductividad eléctrica, que maodificarian las formas de carbono del agua en el
sistema.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la composicién y la abundancia espacio-temporal de taxa procariontes antes,
durante y después del fenbmeno de emblanquecimiento en el lago La Preciosay su relacion
con la dinamica limnologica.

Objetivos particulares

e Determinar la variacién espacio-temporal de la abundancia relativa (Cél. mL?) de
los Dominios Archaea y Bacteria, asi como de los taxa Thaumarchaeota, Alpha,
Beta y Gamma Proteobacteria, Planctomycetales, Cytophaga-Flavobacterium y
Actinobacteria durante el fenomeno de emblangquecimiento.

e Evaluar la variacion espacio-temporal y biomasa (mg [C org] mL™) del picoplancton
autotrofico (picocianobacterias) y del picoplancton heterotrofico en el lago volcanico
“La Preciosa” durante el fenbmeno de emblanquecimiento.

e Estimar la importancia biogeoquimica de los procariontes en los ciclos del carbono,
nitrégeno, azufre y fésforo en el lago.



METODO

Descripcién de la zona de estudio

El lago La Preciosa, también conocido como “Las Minas”, estd ubicado en el estado de
Puebla y es uno de los seis lagos tipo “Maar” o axalapascos (del nahuatl “ollas de arena
con agua”’) que se encuentran en la Cuenca Oriental, y cuyo origen se remonta al
Pleistoceno tardio (Armienta et al., 2008). El clima de la cuenca es de tipo semiérido tropical
(lluvias en verano) (Vilaclara et al., 1993) con una temperatura media anual de 12-16 °C y
una precipitacién total anual de 400-800 mm (Arriaga et al., 1998).

El lago La Preciosa se encuentra entre las coordenadas 19° 22° Ny 97° 23’ W a una altitud
promedio de 2,330 m s.n.m. (Armienta et al., 2008) (Fig. 1). Su longitud méxima es de 1.34
Km con orientacion noreste-suroeste, la anchura méaxima es de 920 m y tiene una
profundidad méaxima de 45 m (Arredondo et al., 1983), presenta un pH predominantemente
alcalino (Arredondo, 2002).

Figura 1.- Izquierda: localizacidon geografica del lago La Preciosa en la cuenca Oriental (tomado y
modificado de Vizuet, 2015). Derecha: vista aérea del lago la Preciosa.



Muestreo

Se realizaron muestreos mensuales a partir del mes de febrero del 2014 para detectar el
fendmeno de emblanquecimiento. Este fendmeno se presenté en el mes de agosto, por lo
cual, se utilizaron las muestras correspondientes a los meses de julio (antes), agosto
(durante) y septiembre (después) del 2014.

Con una botella Van Dorn (con capacidad de 2.5 L) se tomaron muestras de agua en un
solo punto de muestreo, esto con el objetivo de obtener el perfil vertical de la zona limnética
del lagoy este punto de muestreo corresponde a una zona cercana a la maxima profundidad
dellago (45 m). Los perfiles de temperatura y oxigeno fueron determinados con un oximetro
digital HACH hg-140 con sensor LBDO 101 (Light Dissolved Oxygen, + 0.2 mg/L™?,). La zona
eufdtica se establecié como el promedio de la visibilidad del disco de Secchi multiplicado
por la constante de 3.8; la cual, fue determinada con un perfilador (Biospherical Instruments
PNF-300).

Mediciones in situ

Se tomaron muestras de 1 L de agua de profundidades representativas de cada estrato
(Tabla 1) para la determinacién de conductividad, alcalinidad, dureza de calcio y dureza
total por medio de métodos colorimétricos (APHA, 2012). Se midi6 el pH de las muestras
utilizando un potencidémetro digital tipo pluma (x 0.1, PHMETER), la conductividad (+ 0.01
mS cm™?) y total de sélidos disueltos (+ 0.01 g L) se midieron con un sensor multiparametro
CORNING, USA.

Tabla 1.- Profundidades consideradas para la toma de muestras de cada mes.

Julio Agosto  Septiembre
2 2 4
7 4 8
11 8 12
z 14 13 16
(m) 17 16 20
18 25 25

IV oo

Diversidad microbiana

Asi mismo, se tomaron muestras de agua en botellas de 125 mL, de las mismas
profundidades para la determinacion de nutrientes (Tabla 1) y fueron fijadas con 6.75 mL
de soluciéon de formaldehido libre de bacterias (concentracion final 2% [Vol/Vol]) para
realizar los andlisis de la composicion microbiana.



Analisis de nutrientes

De las muestras contenidas en botellas de 1 L de agua se determinaron las concentraciones
de fosforo soluble reactivo (FSR) (PO43), amonio (NH4*), nitratos (NO3), nitritos (NO2),
sulfatos (S04?) y silicatos (SiO2) por medio de métodos colorimétricos (APHA, 2012).

Determinacién de la densidad y biomasa del picoplancton autotrofico (PPA) y
heterotréfico (PPH)

La abundancia del picoplancton heterotréfico (PPH) fue evaluada por conteos directos al
microscopio de membranas negras de policarbonato (diAmetro de poro: 0.2 um), marcadas
con DAPI (por su nombre IUPAC en inglés: 4°,6-diamidino-2phenylindole) el cual es un
marcador muy especifico para tefiir DNA que puede estar contenido en el nucleo,
mitocondria o cloroplastos de las células (Porter & Fieg, 1980). Por ultimo, las membranas
fueron montadas en aceite de inmersién. Se utilizo el filtro de luz UV para obtener la
fluorescencia color azul de las células de PPH marcadas con DAPI.

El picoplancton autotrofico (PPA) fue concentrado en membranas blancas de policarbonato
(diametro de poro: 0.2 um). Se utilizo el filtro CY3, que es permeable al espectro de luz
color verde para obtener una autofluorescencia maxima color anaranjado de las células de
PPA.

Tanto las abundancias de PPH y PPA fueron contadas en un microscopio de
epifluorescencia (Leica, modelo DMLB, Alemania).

La biomasa bacteriana de PPH y PPA fue evaluada por medio de fotografias de campos al
azar, las cuales tomadas con una cdmara digital a color (Canon S45). Las imagenes fueron
analizadas con el software ImageJ (USA) con macros de aproximacion de volumen
adicionales. El contenido de carbono organico, para el caso del PPH fue calculado de
acuerdo con la férmula alométrica de Loferer-Krd3acher et al. (1998) al ser la mas adecuada
para muestras tefiidas con este fluorocromo (Posch et al. 2001) y para el PPA la biomasa
se calculé multiplicando el volumen celular por la constante de Weisse (1993) (Cuadro 1).

Loferer-KrofRacher Weisse

CC= 218 x Vo8¢ CC=V x 200
Donde: Donde:
CC= Contenido de carbono (fg Cog Cél.1). | CC= Contenido de carbono (fg Corg Cél. 1).

V= Volumen celular (um?*Cél. ). V= Volumen celular (um?3Cél. ).

Cuadro 1.- Ecuaciones para calcular el contenido de carbono de PPH y PPA.

La biomasa para PPH y PPA fue calculada de acuerdo a la siguiente formula:

Biomasa= Densidad celular (Cél. mL') x Contenido de carbono (fg Corg Cél. ).
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CARD-FISH
La técnica de hibridacion in situ se realiz6 con base al protocolo establecido por Pernthaler
et al., (2002) y las modificaciones al mismo elaboradas por Sekar et al., (2003).

Fijacién y filtracion

En el laboratorio, se filtraron al vacio de 15 a 25 mL de las muestras fijadas con la solucion
de formaldehido, en un plazo menor a 24 horas después de haber realizado el muestreo,
en una unidad de filtracion (Milipore) utilizando una membrana de policarbonato de 0.2 um
y una membrana de policarbonato de 0.45 um como membrana de soporte. Los filtros se
enjuagaron con agua Mili-Q (MQ) utilizando el mismo volumen y se dejaron secar a
temperatura ambiente.

Incrustacién y pre-tratamiento enzimatico

Se prepar6 una solucion de agarosa al 0.1% y se calentd en un horno de microondas a una
temperatura de 30 - 40 °C. Cada membrana fue sumergida en la solucién de agarosa.
Posteriormente, las membranas se colocaron en cajas de Petri dentro de una campana a
una temperatura de 30 - 40 °C durante 10 - 20 min hasta que se secaran por completo. Las
membranas fueron removidas cuidadosamente de la caja de Petri afiadiendo 1.5 mL de
etanol (EtOH) con una micropipeta y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las membranas fueron incubadas en una solucion de acido clorhidrico 0.01 M durante 10
min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se lavaron los filtros con solucién
bufer de fosfato (PBS) y agua MQ.

Posteriormente, las membranas fueron incubadas en una solucién de lisozima (preparada
al momento) durante 60 min a una temperatura de 37 °C. Transcurrido este tiempo, se
lavaron las membranas con PBS y agua MQ a temperatura ambiente.

Se cort6 una seccién equivalente a 1/8 de la membrana, la cual fue tratado con una solucion
de acromopeptidasa (preparada al momento) durante 30 min a 37 °C; el resto de la
membrana se incubd en una solucidon de proteinasa K durante 30 min a 37 °C. Finalmente
se lavaron las membranas con agua MQ y EtOH y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Hibridacion y amplificacion de la sefial de tiramida.

El fragmento tratado con acromopeptidasa fue cortado en dos secciones iguales y el resto
de la membrana fue cortado en 14 secciones del mismo tamafio. Cada banderin se etiquetd
de acuerdo a profundidad, mes de muestreo y oligonucle6tido especifico. Los banderines
fueron colocados en viales de 1.5 mL. Posteriormente, se mezclaron 300 ul de bufer de
hibridacion y 2 pl de la sonda a utilizar (Thermo Fisher Scientific, Alemania) (Tabla 2). Esta
solucién fue afadida a los viales y se hibridaron las secciones de los filtros por 24 horas a
35°C en un termorregulador (Thermomixer confort, Eppendorf).
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Tabla 2.- Sondas de oligonucleétidos utilizadas para la hibridacion.

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 (2999)
Planctomycetales, Orden

Verrucomicrobiales.

ARC915 Dominio Archaea. 5'-GTG CTC CCC CGC CAATTC CT -3 Stahl & Amann
(1991)
ALF968 Alfaproteobacteria, excepto 5'-GGT AAG GTT CTG CGC GTT -3' Neef (1997)

Rickettsiales.

BET42a** Betaproteobacteria. 5-GCCTTCCCACTTCGTTT -3 Manz et al
(1992)
GAMA42a** Gammaproteobacteria. 5'-GCC TTC CCA CAT CGT TT -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'- CAC AAG GCA GAT TCC CAC AT-3' Salcher et al.
Candidatus LD12. (2011)
PAR1457 Género Paracoccus. 5'- CTA CCG TGG TCC GCT GCC -3' Neef et al
(1996)
PLA886 Familia Planctomycetaceae. 5'-GCC TTG CGA CCATACTCCC -3 Neef et al
(1998)
SRB385 La mayoria de los 5'-CGG CGT CGC TGC GTC AGG -3' Amann et al.
Desulfovibrionales 'y  otras (2990)
Bacterias
CRENS537 Filo Thaumarchaeota 5'-TGA CCACTT GAG GTG CTG -3' Teira et al
(2004)
NON338 Sonda utilizada como control 5'- ACT CCT ACG GGA GGC AGC -3' Amann et al.
complementario a EUB 338. (2990)

* Especificidad de las sondas actualizada de acuerdo con la base de datos
Ribosomal Database Project (RDP), consultada el 19/08/2015.
** Sondas utilizadas con un oligonucleétido no marcado como competidor.
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Transcurrido el tiempo de hibridacién, se prepard un bufer de lavado y se calentd en bafio
de agua hasta alcanzar los 37 °C. Luego de la hibridacién se lavaron los banderines con
bufer de lavado durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, los banderines fueron
incubados en solucién bufer de fosfato con detergente (Triton X-100®) (PBST) por 45 min
a 37 °C. Después, los banderines fueron incubados en una solucién de tiramida marcada
con el fluorocromo ALEXA-448 (Molecular probes®, Life Technologies™) durante 30 min a
37 °C en la oscuridad. Posterior al tiempo de incubacién en tiramida, se retir6 el exceso de
liquido con papel absorbente y se incubaron inmediatamente en PBST por 15 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Luego de la incubacién, los banderines se lavaron
con agua MQ y EtOH en la oscuridad y secaron a temperatura ambiente.

Finalmente, los banderines se dejaron secar en la oscuridad y fueron ordenados en cajas
de Petri, indicando la sonda con la que fueron tratados y fechas de muestreo
correspondientes. Las cajas de Petri fueron envueltas en papel aluminio (para evitar el
deterioro por la luz) y se almacenaron a -20°C hasta su posterior conteo al microscopio.

Conteo de células hibridadas

Las preparaciones de CARD-FISH se montaron en medio de montaje especial de
Vectashield con DAPI (Linaris Biologische Produckte). Utilizando un microscopio de
epifluorescencia, se contaron las células hibridadas usando el filtro azul y en el mismo
campo, con el filtro UV, se contaron las células totales marcadas con DAPI, esto con el fin
de calcular las densidades relativas de cada taxa bacteriano.

Analisis estadistico de datos

A través de métodos estadisticos como diagramas de probabilidad normal y analisis de
varianza de Levene, se comprobo si los datos cumplian con los supuestos de normalidad.
Algunos de los datos fueron transformados con la funcién logaritmica (log) para cumplir con
los supuestos de normalidad.

En el caso de los datos que se ajustaron a la distribucién normal, se realizaron pruebas de
hipétesis para determinar la existencia de diferencias significativas entre las medias de los
diferentes estratos durante el periodo de estudio empleando el andlisis de varianza de una
via.

Si los datos no cumplieron los supuestos de homocedasticidad, se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Si la prueba arrojaba diferencias significativas entre las
medianas de las muestras, se utilizaron diagramas de caja y bigote con muescas para
determinar entre qué estratos se encontraron las diferencias significativas.

Para determinar la correlacion entre los parametros limnolégicos y las densidades de los
grupos bacterianos se utilizé un analisis de correlacion no paramétrica de Spearman.

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

Hidrodinamica

De acuerdo con estudios previos que se han realizado en el lago La Preciosa y que se
corrobora con el presente estudio, el lago se clasifica como un lago monomictico calido. Es
decir, que el sistema se mantiene estratificado la mayor parte del afio y presenta una etapa
de mezcla durante el invierno hemisférico (Lewis, 1983).

Los meses en los que se realiz6 el estudio correspondieron a los meses de julio, agosto y
septiembre del 2014. De acuerdo con los perfiles obtenidos del sistema, el lago se
encontraba en la fase de estratificacién bien establecida, donde la capa superficial de agua
calida y con movimiento corresponde al epilimnion, mientras que la capa de agua fria 'y
estancada que se encuentra hacia al fondo es el hipolimnion. Un fuerte gradiente de
temperatura (termoclina) se forma en la zona de contacto entre estas capas (Boehrer et al.,
2008). Este periodo se caracteriz6 en general por una mayor profundizacion de la
termoclina, condiciones cercanas a la anoxia en el hipolimnion y es la fase previa a la
estratificacion tardia que da paso al rompimiento de los estratos para dar paso a la mezcla.

Durante el mes de julio el epilimnion alcanz6 una profundidad de 14 m, un metalimnion con
6 m de amplitud y temperaturas que fluctuaron de los 18.6° a los 16.2° C; con un gradiente
de temperatura de 0.4° C por metro de profundidad y un hipolimnion de aproximadamente
23 m de amplitud. La zona euf6tica registré a los 12.2 m de profundidad, lo que implica que
ésta se ubicd dentro de la capa de mezcla. Mientras que, para el oxigeno disuelto, se
registré6 una concentracién promedio de 6.93 + 0.4 mgL™ en la zona del epilimnion, en el
metalimnion la concentracién promedié disminuyé a los 1.24 + 0.55 mg L' y una
concentracion promedio de 0.28 mg L* para la zona del hipolimnion; la cual se mantiene
constante al fondo de la columna de agua. Para este mes de muestreo, la profundidad
superior de la termoclina y la oxiclina coincidieron a los 14 m (Fig. 1).

Durante el mes de agosto, se present6 el fendbmeno de emblangquecimiento, por lo que la
zona eufoética redujo su amplitud, a 8.7 m de profundidad. El epilimnion se redujo en un
metro; es decir, a 13 m de profundidad. Mientras que el metalimnion registré una amplitud
de 12 m con un gradiente de temperatura promedio de 0.2° C por metro de profundidad y
una reduccién del hipolimnion a 18 m de profundidad. Los niveles de oxigeno promedio en
las tres zonas fueron los siguientes: epilimnion 6.84 + 0.08 mg L1, metalimnion 1.51 + 2.05
mg Ly el hipolimnion 0.28 + 0.02 mg L. De igual forma, la capa superficial de la termoclina
y de la oxiclina coincidieron en los 13 m de profundidad, al igual que su amplitud en la
columna de agua (Fig. 1).

Para el mes de septiembre la zona eufética aumentdé su amplitud hasta los 17 m de
profundidad. EIl epilimnion se profundiz6 hasta los 20 m, el metalimnion tuvo una amplitud
de 10 m con un gradiente de temperatura de 0.3° C por metro de profundidad y el
hipolimnion redujo su amplitud a 13 m de profundidad. Las concentraciones de oxigeno
disuelto para cada estrato fueron las siguientes: epilimnion 6.4 + 1.7 mg L, metalimnion
0.3+ 0.04 mg Ly el hipolimnion de 0.3 mg L (Fig. 1).
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Fig. 1.- Perfiles verticales de oxigeno y temperatura durante el periodo de estudio. El rea color verde representa la
zona eufGtica. Las lineas negras representan la division de los estratos: epilimnion, metalimnion e hipolimnion.

Parametros fisicos y quimicos

Conductividad y salinidad
Para el caso de la salinidad, durante los tres meses de muestreo se registraron

concentraciones que se encontraban entre los 1.01 y 1.11 g L, la mayor concentracién
promedio registré para el mes de julio con una concentracion de 1.11 + 0.007 g L, con una
ligera disminucion en las concentraciones para los dos meses siguientes.

La conductividad no present6 fluctuaciones considerables durante el periodo de estudio.
Las concentraciones promedio se encontraron entre 2.09 y 2.19 mS cm, en donde, la
mayor concentracion se registré durante el mes de julio con una concentracion de 2.19 +
0.035 mS cm y fue disminuyendo para los siguientes meses (Tabla 3).

Tabla 3- Salinidad y conductividad eléctrica promedio y su desviacion estandar entre los meses de estudio.

JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE
SALINIDAD 1.11+0.007 g L* 1.08+0.014gL* 1.04 £0.024 g L?

CONDUCTIVIDAD 2.19 + 0.035 mS cm? 2.12 +0.037 mScm? 2.09 +0.057 mScm?

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis (K=17.26, p<0.05) existen diferencias
significativas entre las medianas de conductividad. Se pudo observar que el epilimnion
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después del fendmeno de emblanquecimiento fue diferente al de los muestreos anteriores.
El metalimnion antes del fendmeno tuvo diferencias significativas con respecto a durante y
después del fenédmeno. Para el caso del hipolimnion, la conductividad fue diferente durante

los 3 muestreos (Fig. 2).
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Fig. 2.- Diagrama de caja y bigote con muesca de los valores de conductividad durante el periodo de estudio.

pH

Con respecto al pH se encontrd una tendencia general a valores mayores en el epilimnion
(9.1 a 9.4), con una reduccion conforme se incrementa la profundidad hasta valores de 8.9
a 9. Los valores promedio de éste parametro tuvieron una tendencia a incrementar durante
el emblanquecimiento del lago con una disminucién consecutiva al mes posterior (Fig. 4).

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis (K= 18.37, p>0.05) el metalimnion después del
fendmeno presenté diferencias significativas con respecto a los muestreos anteriores (Fig.

3).
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Fig. 3.- Diagrama de caja y bigote con muesca de los valores de pH durante el periodo de estudio.
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Dureza total, permanente, temporal y de calcio

Las concentraciones promedio de las diferentes formas de durezas medidas en el lago se
mantuvieron casi constantes durante los meses de estudio. Destaca que la dureza temporal
dada por carbonatos y bicarbonatos asociados a cationes divalentes siempre fue mayor que
la dureza permanente donde los cationes se asocian con aniones tales como los cloruros y
los sulfatos. Asi mismo, la dureza de calcio fue muy pequefia con una concentracion
promedio de 38.2 + 7.8 mg L. La dureza total tuvo un promedio de 1023.6 mg * 69.8 mg
L durante los meses de muestreo. Para la dureza temporal presenté un promedio de
580 + 140.9 L! y una concentracion promedio de dureza permanente de 444 + 27.4
mg L (Fig. 4). De acuerdo a la prueba ANOVA, no se encontraron diferencias significativas
para los datos de dureza total (F (o, 1) = 1.54, p>0.05). De igual forma, no se encontraron
diferencias significativas entre las medias de dureza de calcio (F (2, 21)= 0.3, p>0.05).

Las formulas que se utilizaron para calcular los diferentes tipos de dureza se muestran a
continuacion:

e Dureza total:

mg CaCOs/L=(mL EDTA) (M EDTA) (100.1) (100)
mL muestra

e Dureza de calcio:

mg CaCOa/L=(mL EDTA) (M EDTA) (100.1) (100)
mL muestra

e Dureza temporal:
mg CaCOg/L = Y alcalinidad de CO3z* + alcalinidad de HCO3
e Dureza permanente:

mg CaCOs/L = dureza total — dureza temporal
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Fig. 4.- Variacion promedio y desviacidn estandar de dureza total, temporal, permanente, de calcio y pH promedio
durante el periodo de estudio.

Alcalinidad de bicarbonatos y carbonatos

La alcalinidad de bicarbonatos tuvo dominancia sobre la alcalinidad de carbonatos antes y
después del evento de emblanquecimiento. Por otra parte, durante el fenbmeno de
emblanquecimiento el comportamiento de las alcalinidades fue inverso al de los meses
antes mencionados. La alcalinidad de bicarbonatos tuvo una concentracién promedio para
los tres meses de muestreo de 295.7 + 84.1 mg L, mientras que la alcalinidad de
carbonatos tuvo un promedio durante el periodo de estudio de 283.8 + 56.7 mg L™ (Fig. 5).

Las formulas que se utilizaron para calcular los dos tipos de alcalinidad se muestran a
continuacion:

¢ Alcalinidad a la fenoftaleina (carbonatos):

mg CaCOs = (vol. Titulante) (N titulante) (50) (1000)
mL de muestra

¢ Alcalinidad total (bicarbonatos):

mg CaCOs = (vol. Titulante) (N titulante) (50) (1000)
mL de muestra

18



450

400

mg L-1
w w
o (O]
o o

250

200

Alcalinidad

ANTES

e HCO3-

DURANTE

DESPUES

CO3- —@—pH

9.16
9.15
9.14
9.13
9.12
9.11
9.1

9.09
9.08

pH

Fig. 5.- Variacion promedio y desviacion estandar de alcalinidad de bicarbonatos, carbonatos y pH durante el periodo

de estudio.

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis (K= 15.79, p<0.05), para la alcalinidad de
bicarbonatos, se encontraron diferencias significativas entre las mediadas de los estratos.
Estas diferencias se encontraron en el epilimnion antes y durante el emblanquecimiento,
las concentraciones fueron diferentes entre los tres muestreos en el metalimnion y el
hipolimnion después del fenébmeno mostré diferencias respecto a los dos meses de
muestreo restantes (Fig. 6). Por otro lado, la alcalinidad de carbonatos no present6

diferencias significativas (F ¢, 21) = 3.21, p>0.05).

Fig. 6.- Diagrama de cajas y bigotes de las concentraciones de alcalinidad de bicarbonatos durante el periodo de
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Nutrientes

Fésforo Soluble Reactivo (PO4?®)

Las concentraciones de fésforo soluble reactivo (FSR) fueron mas altas en la zona del
epilimnion con una concentracién promedio de 0.006 + 0.003 mg L* y tuvieron un
comportamiento a disminuir hacia la zona del metalimnion con un promedio de 0.0005 *
0.0006 mg L. En la zona del hipolimnion las concentraciones tendieron a aumentar con un
promedio de 0.002 + 0.0002 mg L (Fig. 7). Para las concentraciones de PSR no se
encontraron diferencias significativas de acuerdo al analisis de varianza (F (@, 14 = 1.38,
p>0.05).
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Fig. 7.- Concentracion promedio y desviacion estdndar de las concentraciones de fOsforo soluble reactivo durante el
periodo de estudio.

Amonio (NH4")

En cuanto a las concentraciones de amonio durante el mes de julio se obtuvo un promedio
de 0.04 £ 0.01 mg Ly se observé una tendencia a disminuir hacia el metalimnion. Durante
el mes de agosto la tendencia fue a aumentar hacia el metalimnion y se mantuvo constante
hacia el hipolimnion con un valor promedio en toda la columna de agua de 0.04 + 0.005 mg
L. Las concentraciones para el mes de septiembre tuvieron un comportamiento a aumentar
de manera considerable hacia el hipolimnion, con un promedio de 0.09 + 0.02 mg L (Fig.
8).
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Fig. 8.- Concentracion promedio y desviacion estandar de las concentraciones de amonio durante el periodo de
estudio.

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis, los tres estratos presentaron diferencias
significativas (K= 15.82, p<0.05) durante los meses de muestreo. La zona del metalimnion
antes del emblanquecimiento, presenté diferencias en comparacion de los dos muestreos
posteriores. Para el caso del epilimnion e hipolimnion, todos los muestreos fueron diferentes

entre si (Fig. 9).
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Fig. 9.- Diagrama de caja y bigote con muesca de las concentraciones de log de amonio durante el periodo de estudio.

Nitratos (NO3)
El comportamiento de las concentraciones de nitratos fue similar durante los meses de julio

y agosto, en el cual, presentd una disminucion hacia el metalimnion y se mantuvieron
constantes hacia el hipolimnion, con concentraciones promedio de 0.009 + 0.006 mg L*
para el mes de julio y 0.028 + 0.005 mg L.Sin embargo, durante el mes de septiembre las
concentraciones tendieron a aumentar hacia el metalimnion y disminuyeron hacia la parte
del hipolimnion, con una concentracién promedio a lo largo de la columna de agua de 0.017
+0.005 mg L* (Fig. 10).
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Fig. 10.- Concentracion promedio y desviacion estandar de las concentraciones de nitratos durante el periodo de
estudio.

La prueba de Kruskal-Walis mostré diferencias significativas entre las medianas de los
datos (K=16.79, p<0.05). El epilimnion durante el fenémeno fue diferente al de los dos
muestreos restantes. El metalimnion antes del emblanquecimiento presentd diferencias
significativas con respecto a los dos muestreos posteriores. Y el hipolimnion fue diferente

entre los tres muestreos (Fig. 11).
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Fig. 11.-Diagrama de caja y bigote con muesca de las concentraciones de nitratos durante el periodo de estudio.

Nitritos (NO)

Para el caso de los nitritos, las concentraciones tuvieron un comportamiento diferente entre
los meses de muestreo. Julio tuvo una tendencia a disminuir hacia el metalimnion,
incrementando hacia la zona del hipolimnion; estrato en el cual se registré6 un promedio de
0.0016 + 0.0004 mg L* a lo largo de la columna de agua. Durante el fenémeno de
emblanquecimiento las concentraciones tendieron a aumentar hacia el metalimnion con un
promedio de 0.0015 + 0.0003 mg L* y disminuyeron en el hipolimnion. En el mes de
septiembre las concentraciones tuvieron una tendencia a disminuir conforme aumento la

profundidad (Fig. 12).
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Fig. 12.- Concentracion promedio y desviaciOn estandar de las concentraciones de nitritos durante el periodo de
estudio.

De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (K= 20.8848, p<0.05), se encontraron
diferencias significativas entre estratos. Las diferencias se presentaron después del
fendbmeno con respecto a los dos muestreos anteriores (Fig. 13).
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Fig. 13.- Diagrama de caja y bigote con muesca de las concentraciones de nitritos durante el periodo de estudio.

Sulfatos (S0.%)

Las concentraciones de sulfatos se mantuvieron constantes a lo largo de los meses de
muestreo. Unicamente cabe destacar una disminucion durante el mes de septiembre con
un promedio de 31.5 + 0.4 mg L. Mientras que en julio y agosto la concentracién promedio
de los dos meses fue de 39.2 + 1.5 mg L (Fig. 14).
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Fig. 14.- Concentracion promedio y desviacion estandar de las concentraciones de sulfatos durante el periodo de
estudio.

Se registraron diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis (K=18.9,
p<0.05). El epilimnion y metalimnion después del emblanquecimiento tuvo diferencias con
respecto a los muestreos anteriores. El hipolimnion fue diferente entre los tres muestreos

(Fig. 15).
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Fig. 15.- Diagrama de caja y bigote con muesca de las concentraciones de sulfatos durante el periodo de estudio.

Silicatos (SiO»)

Las concentraciones de silicatos tuvieron un comportamiento similar durante julio y agosto
ya que tuvieron una tendencia a aumentar las concentraciones conforme aumentaba la
profundidad, con valores promedio de 16.9 + 6.5 mg Ly 24.1 + 21 mg L respectivamente.
En septiembre las concentraciones se mantuvieron casi constantes, con una ligera
disminuciéon hacia la zona del hipolimnion (Fig. 16). No se encontraron diferencias
significativas para las concentraciones de silicatos de acuerdo al analisis de varianza (F s,
15) = 2.39, p>0.05).
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Fig. 16.- Concentracion promedio y desviacion estandar de las concentraciones de silicatos durante el periodo de
estudio.

Densidad de picoplancton heter6trofo (PPH)

Para la densidad del PPH el mes de julio se observé una tendencia a aumentar hacia el
fondo de la columna de agua; donde en la zona del hipolimnion se registré la mayor cantidad
de células, con una concentracion promedio de 1.07 + 1.54 millones Cél. mL™. Durante el
evento de emblangquecimiento, se registré la mayor abundancia de células en la zona del
metalimnion con una concentraciéon promedio de 1.15 + 1.14 millones Cél. mL?, con
tendencia a disminuir hacia la zona del hipolimnion. Septiembre mostro la misma tendencia
gque el mes de julio; en donde la abundancia general de células tuvo concentraciones mas
altas que el mes de julio; la abundancia aument6 hacia la zona del hipolimnion con una
concentracion de 1.16 + 1.41 millones Cél. mI* (Fig. 17).
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Fig. 17.- Promedio y desviaciOn estandar de la densidad de PPH durante el periodo de estudio.
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De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (K= 18.6547, p<0.05) se registraron diferencias
significativas (Fig. 18). Estas diferencias correspondieron al metalimnion, donde los tres
muestreos tuvieron diferencias entre si. La zona del hipolimnion las diferencias se
presentaron antes y después del fendbmeno de emblanquecimiento.
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Fig. 18.- Diagrama de caja y bigote con muesca de log de la densidad de PPH durante el periodo de estudio.

Densidad de picoplancton autotrofico (PPA)

Las densidades de picoplancton autotréfico (PPA) en el mes de julio presentaron una
tendencia a aumentar hacia la zona del metalimnion, en donde se registr6 la mayor
abundancia de PPA con una concentracion promedio de 275 + 253 mil Cél. mIL. Durante el
fenbmeno de emblanquecimiento, las densidades de PPA presentaron una tendencia a
disminuir hacia el fondo del sistema, en la zona de epilimnion se registr6 la mayor
abundancia con una concentracién promedio de 156 + 211 mil Cél. ml?. Septiembre
presentd la misma tendencia a disminuir hacia la parte del hipolimnion, la concentracion
maxima se ubico en la zona del epilimnion con una concentracion de 123 + 120 mil Cél.
mL 1 (Fig.19).
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Fig. 19.- Promedio y desviaciOn estandar de la densidad de PPA durante el periodo de estudio.
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La prueba de Kruskal-Walis indico diferencias significativas (K= 16.85, p<0.05) en el
epilimnion entre los muestreos correspondientes al antes y después del fenébmeno de
emblanquecimiento. En el metalimnion e hipolimnion, los tres muestreos fueron diferentes
entre si (Fig. 20).
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Fig. 20.- Diagrama de caja y bigote con muesca de log de la densidad de PPA durante el periodo de estudio.

Biomasa de picoplancton heterotréfico (PPH)

La biomasa que se registré para los meses de julio y agosto tuvo una tendencia a disminuir
hacia el fondo del sistema, las mayores concentraciones se registraron en la zona del
hipolimnion con una concentracién promedio de 11.9 + 18.6 ug Corg. L™ para el mes de
julio y una concentracién promedio de 22.9 + 47.5 ug Corg. L* para el mes de agosto. En
el mes de septiembre hubo una tendencia a aumentar hacia el metalimnion donde se
registré la mayor cantidad de biomasa con un promedio de 15.9 + 26.1 ug Corg. L?,
posteriormente el contenido de carbono disminuyé hacia el hipolimnion (Fig. 21).
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Fig. 21.- Promedio y desviacion estandar de la biomasa de PPH durante el periodo de estudio.
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Se registraron diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Kruskal.Walis (K= 20.42,
p<0.05). En el epilimnion, después del fendbmeno de emblanquecimiento presento
diferencias con respecto a los deméas muestreos. En el metalimnion, antes del fenomeno
de emblanquecimiento presentd diferencias con respecto a los dos muestreos posteriores.
Y con respecto al hipolimnion, las diferencias fueron significativas entre los tres muestreos

(Fig. 22).
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Fig. 22.- Diagrama de caja y bigote con muesca de log biomasa de PPH durante el periodo de estudio.

Biomasa PPA
Para las concentraciones de biomasa de PPA, los meses de julio y agosto tuvieron la misma

tendencia a aumentar hacia el metalimnion, con concentraciones promedio de 35.7 + 24.6
ug Corg. L1y 45.6 + 14.7 ug Corg. L respectivamente. En septiembre las concentraciones
fueron casi constantes, tendiendo a aumentar hacia el fondo del sistema con un valor

promedio de 5.2 + 7.0 pg Corg. L* (Fig. 23).
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Fig. 23.- Promedio y desviaciOn estandar del contenido de carbono de PPA durante el periodo de estudio.
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Se encontraron diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (K=
18.40, p<0.05) (Fig. 24). EIl epilimnion, metalimnion e hipolimnio presentaron diferencias

significativas entre si.
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Fig. 24.- Diagrama de caja y bigote con muesca de log biomasa de PPA durante el periodo de estudio.



Deteccidon bacteriana mediante latécnica de CARD-FISH

Dominio Bacteria

Los porcentajes que se presentaron para el mes de julio se mantuvieron casi homogéneos
a lo largo de la columna de agua con porcentajes que fluctuaron entre 39.5 a 41.9 %. El
mayor porcentaje se registré en el epilimnion con un porcentaje promedio de 41.9 + 8.5 %.
En cuanto a densidad del dominio bacteria las concentraciones se mantuvieron constantes
en el epilimnion y metalimnion, con una tendencia a aumentar hacia el fondo del sistema;
con una concentracion promedio de 447 + 311 mil Cél. mL™1.

Para el mes de agosto, los porcentajes de hibridacion en epilimnion y metalimnion no
presentaron mucha fluctuacién, siendo el metalimnion el estrato con mayor porcentaje de
hibridacion donde, de igual manera, se registré la mayor abundancia de células, con una
concentracion de 580 + 583 mil Cél. mL™.

En septiembre la abundancia tuvo un comportamiento a disminuir hacia el metalimnion; sin
embargo, en el fondo del sistema registré la mayor abundancia con un valor de 489 + 403
mil Cél. mL* (Fig. 25).

Cél. mLt
% HIBRIDACION .
0 20 40 60 80 100 o i . Millones
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Epilimnion 1
Epilimnion
Metalimnion Metalimnicn J
Hipolimnion
Hipalimnion \
B Antes H Durante Despues —— LTEES g DUEMEE Después

Fig. 25.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda EUB I_lIII.

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis, se encontraron diferencias significativas (K=
19.36, p<0.05) entre el epilimnion correspondiente a los muestreos del durante y después
del fendbmeno de emblanquecimiento. Las densidades en el metalimnion tuvieron
diferencias significativas entre si. Las densidades después del fenémeno fueron diferentes
con respecto a los muestreos anteriores (Fig. 26).
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Fig. 26.- Diagrama de caja y bigote con muesca de la densidad de EUB I_lIl durante el periodo de estudio.

Filo: Proteobacteria

Clase: Alfaproteobacteria.

Los porcentajes de hibridacién que se registraron durante los tres meses de muestreo de
Alfaproteobacteria Unicamente se ubicaron en la zona del epilimnion con porcentajes de
hibridacion que van de los 0.5 al 2.2 %. Cabe destacar que en el mes de agosto se registré
el mayor porcentaje y la mayor abundancia de células durante el periodo de estudio, con
una densidad de 15,800 + 13,700 Cél. mL* (Fig. 27). El andlisis de varianza indicé no haber
diferencias significativas (F 2, 5y = 2.66 p>0.05) entre las medias del logaritmo de
Alfaproteobacteria.
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Fig. 27.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda ALF986.
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Género: Candidatus pelagibacter LD12

Dentro de la clase Alfaproteobacteria, se incluyé el género Candidatus pelagibacter LD12.
Este género estuvo presente en toda la columna de agua. En julio se registré la mayor
abundancia en la zona del epilimnion y tuvo una tendencia a disminuir hacia el hipolimnion.
Durante el mes de agosto las densidades se mantuvieron constantes en la zona del
epilimnion y metalimnion con tendencia a aumentar hacia el hipolimnion, en donde se
registré la mayor abundancia de 109,000 + 84,800 Cél mlt. En septiembre la densidad
bacteriana se mantuvo casi constante en el epilimnion y metalimnion, sin embargo, no hubo
presencia de este grupo en la zona del hipolimnion (Fig. 28). No se encontraron diferencias
significativas entre estratos para las densidades del género Candidatus pelagibacter LD12
de acuerdo al analisis de varianza (F (s, 15 = 1.89, p>0.05).
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Fig. 28.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda LD12-121.

Geénero: Paracoccus

Dentro de la clase Alfaproteobacteria se evalu6 la abundancia del género Paracoccus. Los
tres meses de estudio tuvieron la misma tendencia a aumentar hacia el hipolimnion. Donde
septiembre fue el mes con la mayor abundancia en el hipolimnion, con una densidad de
143,000 + 118,000 Cél. ml** (Fig. 29). De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis no se
encontraron diferencias significativas entre las medianas de las densidades del género
Paracoccus (K= 13.7794, p>0.05).
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Fig. 29.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda PAR1457.

Clase: Betaproteobacteria

La distribucion de Betaproteobacteria presentd diferentes comportamientos durante los
meses de estudio. En julio tuvo una tendencia a aumentar hacia el hipolimnion, donde se
registré la mayor abundancia de células con una concentracién promedio de 211,000 +

147,000 Cél. mL™. Durante el evento de emblanquecimiento, los porcentajes y densidades

disminuyeron drasticamente en los dos primeros estratos del sistema y tuvieron una

tendencia a aumentar considerablemente hacia la zona del hipolimnion en donde se registré
la mayor densidad de células. En septiembre la mayor densidad de células se ubic6 en el

hipolimnion con una concentracion de 133,000 + 109,000 Cél. mL* (Fig. 30).
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Fig. 30.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda BET42a.

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis, se encontraron diferencias significativas (K=
16.46, p<0.05) entre las medianas de log de Betaproteobacteria. Antes y después del
fendbmeno de emblanquecimiento, las zonas correspondientes al epilimnion y metalimnion
presentaron diferencias con respecto al muestreo durante el fendmeno. El hipolimnion
presento diferencias antes y durante el fenémeno de emblanquecimiento (Fig. 31).
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Fig. 31.- Diagrama de caja y bigote con muesca de log BET42a durante el periodo de estudio.
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Clase: Gammaproteobacteria

El comportamiento de Gammaproteobacteria durante el mes de julio presentd una
tendencia a aumentar su densidad hacia el hipolimnion, con una densidad de 64,900 +
45,200 Cél. mL1. Durante el mes de agosto presenté una tendencia a disminuir hacia el
fondo del sistema, sin embargo, las densidades permanecieron casi constantes en los tres
estratos de la columna de agua. En septiembre la tendencia que presento fue a aumentar
hacia el hipolimnion con una abundancia de 118,000 + 96,900 Cél. mL*(Fig. 32). No se
encontraron diferencias significativas para las densidades de Gammaproteobacteria de
acuerdo al analisis de varianza (F @, 15 = 0.92, p>0.05).
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Fig. 32.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda GAMA42a.

Clase: Deltaproteobacteria

La sonda SRB385 es utilizada para la deteccién de bacterias sulfato-reductoras (BSR), el
cual es un taxa bacteriano que se encuentra dentro de la clase Deltaproteobacteria (Amann
et al., 1990). Los porcentajes de hibridacion tuvieron una tendencia a aumentar hacia la
zona del hipolimnion, con porcentajes que fluctuaban entre 0.1 a 0.4 %. En el mes de
septiembre, los porcentajes y las densidades aumentaron, con porcentajes que se
encontraban entre 4.7 y 7.5 % con una tendencia a ir aumentando hacia el hipolimnion,
donde la méaxima abundancia fue de 87,200 + 71,800 Cél. mL* ubicada en este estrato
(Fig.33).
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Fig. 33.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda SRB385.

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis, se presentaron diferencias significativas entre las
medianas de log BSR (K= 17.81, p<0.05). Estas diferencias se encontraron durante los tres
muestreos; las zonas del epilimnion, metalimnion e hipolimnion fueron diferentes entre si

(Fig. 34).
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Fig. 34.- Diagrama de caja y bigote con muesca de log SRB385 durante el periodo de estudio.
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Filo: Actinobacteria
Durante el mes de julio, el filo Actinobacteria presentd hibridacion Unicamente en el
epilimnion. En cuanto a los siguientes dos meses, presenté una tendencia a aumentar
su abundancia hacia el fondo del sistema. El mes de septiembre registr6 mayor
abundancia celular ubicada en el hipolimnion con un promedio de 244,00 + 201,000 Cél.
mL?* (Fig. 35). De acuerdo al andlisis de varianzas, no se presentaron diferencias
significativas (F 3y = 1.17, p>0.05) entre los muestreos.
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Fig. 35.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda HGC69a.

Filo: Bacteroidetes

Durante el mes de julio la densidad de bacteroidetes tuvo una tendencia a disminuir hacia
el metalimnion e incrementd las concentraciones hacia el hipolimnion. En agosto y
septiembre la tendencia fue a aumentar hacia el fondo del sistema, en donde la mayor
abundancia, registrada en el hipolimnion fue de 118,000 + 97,200 Cél. mL en el mes de
septiembre (Fig. 36). De acuerdo a la prueba de Kruskal-Walis, no se encontraron
diferencias significativas (K= 15.41, p>0.05) en las densidades de Bacteroidetes.
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Fig. 36.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda CF319.

Filo: Planctomycetes
Familia: Planctomycetaceae

Durante julio y agosto la distribucién de Planctomycetaceae presenté una tendencia a
aumentar hacia el hipolimnion. Septiembre tuvo una tendencia a aumentar hacia la zona
del metalimnion, donde se ubic6 la mayor abundancia de células con una concentracion
promedio de 87,400 + 84,900 Cél. mL* (Fig. 37). De acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis,
no se encontraron diferencias significativas (K= 13.7755, p>0.05) entre las medianas de las

densidades de Planctomycetaceae.
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Fig. 37.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda PLA886.

Dominio Archaea

Los porcentajes de hibridacion para el dominio Archaea en el mes de julio presentaron un
comportamiento creciente hacia el metalimnion, en donde se registr6 la mayor abundancia
de células 45,300 + 41,100 Cél. mL™.

Durante el fendbmeno de emblanquecimiento, el comportamiento de Archaea tuvo una
tendencia a ser creciente hacia la zona del hipolimnion con una concentracién de 104,000
+ 105,000 Cél. mL™.

El mes de septiembre mostré una tendencia a aumentar hacia la zona del hipolimnion, con
una abundancia de 49,000 + 40,300 Cél. mL* (Fig. 38). Para las abundancias del dominio
Archaea no se encontraron diferencias significativas (F (s, 7y = 1.71 p>0.05) de acuerdo al
analisis de varianza.

39



Cél. mL?t
% HIBRIDACION

Millones
0 20 40 60 80 100 0.0 0.1 0.2
I-| Epilimnion
Epilimnion H
—
Metalimnion — Metalimnicn
_|
|
Hipolimnion —
- Hipolimnion
M Antes Durante Despues —y— AMTES —g— Durarnte Después

Fig. 38.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda ARC915.

Filo: Thaumarchaeota

Para las abundancias del filo Thaumarchaeota, julio registr6 abundancia bacteriana
Gnicamente en el hipolimnion, con una densidad de 28,300 + 19,700 Cél. mL1. En el mes
de agosto hubo presencia de células en el epilimnion e hipolimnion, siendo este ultimo
estrato la zona donde se registrd la mayor abundancia, con una concentracion de 40,900 +
31,700 Cél. mL1. Para el mes de septiembre este grupo de arqueas estuvo presente en
toda la columna de agua con una tendencia a aumentar hacia el hipolimnion, en donde se
registr6 una abundancia promedio de 21,300 + 17,600 Cél. mL* (Fig. 39). De acuerdo al
andlisis de varianza, no se presentaron diferencias significativas durante los meses de
estudio (F @, 15)= 0.93 p>0.05).
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Fig. 39.- Porcentaje de hibridacion y densidad de células hibridadas con la sonda CREN537.

Correlacion de variables

Una vez realizadas las pruebas de Kruskal-Wallis y Tukey para cada uno de los
parametros, nutrientes y grupos bacterianos, se realiz6 un analisis de variables multiples
en donde se determiné la correlacién entre las variables fisicas y quimicas con las
biol6gicas.

Para el dominio Eubacteria Unicamente present6 una relacion directa con respecto a las
concentraciones de nitritos (rs=0.52, p<0.05) (Tabla 4).

En cuanto a la densidad de PPA tuvo una relacién positiva con respecto a la temperatura
(rs= 0.58, p<0.05) y a la concentracion de sulfatos (rs= 0.40, p<0.05) (Tabla 4).

La clase Alfaproteobacteria no presentd relacidn con respecto a otros grupos bacterianos
ni con algin nutriente. Unicamente presentd una relacién directa con respecto a la
concentracion de oxigeno disuelto (rs= 0.57, p<0.05), pH (rs= 0.50, p<0.05), carbonatos (rs=
0.55, p<0.05) y una correlaciéon negativa con la concentracion de bicarbonatos (rs= -0.42,
p<0.05). El linaje de LD12-121 anicamente presento relaciones negativas con respecto a la
dureza de calcio (rs= -0.44, p<0.05) y con respecto a la concentracion de nitritos (rs= -0.43,
p<0.05). Por otro lado, el género Paracoccus tuvo una relacion positiva con las
concentraciones de nitratos (rs=0.58, p<0.05) y amonio (rs=0.50, p<0.05) (Tabla 4).

La clase Betaproteobacteria presentd una relacién posotova con respecto a la profundidad
(rs=0.45, p<0.05), a la concentracion de bicarbonatos (rs=0.49, p<0.05) y silicatos (rs=0.47,
p<0.05). Por otra parte, la relacion inversa que present6 correspondio con la temperatura

41



(rs=-0.44, p<0.05), pH (rs=-0.52, p<0.05) y a la concentracion de nitratos (rs= -0.72, p<0.05)
(Tabla 4).

En cuanto a la clase de Gammaproteobacteria, no tuvo ninguna relacion con los parametros
fisicos y quimicos, nutrientes o grupo bacteriano ya que el programa estadistico indic6 no
haber alguna correlacion significativa.

Dentro de la clase Deltaproteobacteria, la subdivision de las bacterias reductoras del azufre
tuvo una relacion inversa con respecto a la conductividad eléctrica (rs= -0.54, p<0.05) y a
las concentraciones de nitritos (rs= -0.53, p<0.05), fosfatos (rs= -0.44, p<0.05) y sulfatos (rs=
-0.56, p<0.05) (Tabla 4).

El filo Actinobacteria Unicamente presentd una relacién positiva con respecto a la
concentracion de carbonatos (rs=0.47, p<0.05) (Tabla 4).

El andlisis de correlacion para el filo Bacteroidetes presentd una relacion positiva con
respecto a la concentracion de amonio (rs=0.41, p<0.05). Sin embargo, tuvo una relacion
inversa en cuanto a la concentracion de oxigeno disuelto (rs= -0.41, p<0.05), conductividad
eléctrica (rs= -0.41, p<0.05) y la dureza de calcio (rs= -0.44, p<0.05) (Tabla 4).

La familia Plantomycetaceae tuvo una relacion inversa con las concentraciones de oxigeno
disuelto (rs= -0.45, p<0.05) y dureza total (rs= -0.47, p<0.05) (Tabla 4).

En cuanto al dominio Archaea Unicamente presentd una relacion directa con la
profundidad (rs=0.44, p<0.05) (Tabla 4).

El filo Thaumarchaeota presentd una relacion inversa con respecto a la dureza total (rs= -
0.54, p<0.05) y dureza de calcio (rs= -0.43, p<0.05) (Tabla 4).

El PPH present6 una correlacion negativa con respecto al pH (rs= -0.45, p<0.05), a la
temperatura (rs= -0.63 p<0.05) y con el oxigeno disuelto (rs= -0.60, p<0.05). Sin embargo,
tuvo una correlacion positiva con respecto a la concentracion de silicatos (rs= 0.42,
p<0.05) (Tabla 4).
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Tabla 4.- Resumen de correlaciones entre grupos bacterianos y las variables fisicas y quimicas, asi como
con los nutrientes evaluados en este estudio. Las siglas N.S. indican una correlacién no significativa
(p>0.05). Los grupos estan denotados por el nombre de la sonda utilizada para realizar la hibridacion de
CARD-FISH como se describié anteriormente. El color azul indica una correlacion positivay el color rojo
indica una correlacién negativa.

HGC69a

N.S.

CREN537

HPP

N.S.

N.S.

EUB I_IlI APP ALF968 LD12-121 PAR1457 BET42a SRB385
Profundidad N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
Temperatura N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
0.D. N.S. N.S N.S. N.S.
pH N.S. N.S N.S. N.S.
Conductividad N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
Salinidad N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
co, N.S. N.S N.S. N.S.
HCO3 N.S. N.S N.S. N.S.
Dureza total N.S. N.S N.S. N.S.
Dureza de calcio N.S. N.S. N.S.
Nitratos N.S. N.S
Nitritos N.S
Amonio N.S. N.S
FSR N.S. N.S.
Sulfatos N.S. H
Silicatos N.S. N.S.

43




DISCUSION DE RESULTADOS

El lago La Preciosa present6 una dinamica de monomixis cdlida, con un periodo de mezcla
en invierno (de finales de diciembre a finales de marzo) y un periodo de estratificacion
durante los meses restantes del afio, lo que coincide con lo reportado por Marcos & Reyes
(2012). Esta dindAmica es comun en lagos tropicales y se caracteriza por no haber una
disminucion de la temperatura por debajo de los 4°C durante el invierno hemisférico
(Wetzel, 2001).

Muchos lagos presentan estratificacién vertical en sus masas de agua, al menos por
algunos periodos de tiempo. Las diferencias de densidad en los cuerpos de agua facilitan
la evolucion de cambios quimicos con consecuencias para los organismos del lago. La
temperatura y sustancias disueltas contribuyen a las diferencias de densidad del agua y las
condiciones atmosféricas contribuyen a la temperatura de la superficie del agua. Como
resultado de esto se puede establecer una estratificacion térmica durante la temporada
calida si un lago es suficientemente profundo (Boehrer et al., 2008). De acuerdo con los
perfiles de temperatura que se realizaron durante el estudio, el lago La Preciosa se
encontraba en la fase de estratificacion bien establecida.

Autores como Thompson et al. (1997) y Sondi & Juraci¢ (2010) relacionan la temperatura
como un factor que puede explicar el fendmeno de emblanquecimiento, particularmente en
zonas célidas, tropicales y subtropicales (Cloud, 1962; Sondi, 2010). Sin embargo, en este
estudio, la temperatura no fue el factor determinante para el desarrollo del fenémeno de
emblanquecimiento, ya que no hubo un incremento considerable de este parametro durante
los meses de muestreo.

Se postula que la precipitacion de carbonatos puede ser inducida por la actividad
fotosintética de algas (Dittrich, 2004) o por la concentracién de picoplancton fototrofico
(Hodell, 1998).

La calcificaciéon inducida por la fotosintesis es considerada como la forma mas comuin de
precipitacion de carbonatos por la acciéon microbiana y esta asociado con la presencia de
algas o cianobacterias principalmente en ambientes acuosos como sistemas marinos y/o
sistemas de agua dulce (Erlich 1998; Hammes & Verstraete, 2002).

El fitoplancton juega un papel en la precipitacion actuando como catalizador superficial en
el proceso de nucleacion o realizando supersaturacion de calcita en el microambiente que
rodea a la célula (Hodell, 1998). Las algas pueden iniciar la precipitacion de carbonato de
calcio solo si estan vivas y se mantienen en la luz, entonces el mecanismo de precipitacion
esta ligado a la actividad metabdlica primaria a través de la fotosintesis (Kiichler-Krischun,
1990, Dittrich &0bst, 2004). Yates (1996) sugirié un modelo de la precipitacién de carbonato
de calcio inducido por una microalga unicelular (Dittrich & Obst, 2004) en el cual, los
bicarbonatos y carbonatos proveen una fuente de carbono inorganico para la precipitacion.
Este proceso se lleva a cabo cuando la concentracion de CO; en el sistema es limitante
(Thompson et al., 1997).
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Por otro lado, se ha demostrado que los picos de concentraciones de calcita en aguas
oligotréficas se pueden explicar por la actividad de picoplancton autotréfico unicelular
(Thompson et al.,, 1997, Dittrich et al., 2004; Dittrich & Obst, 2004). EIl picoplancton
autotréfico (PPA) es un componente ubicuo de los ecosistemas pelagicos (Dittrich, 2004)
que incluye organismos procariéticos y eucarioticos capaces de la adsorcién y nucleacion
heterogénea y podria ser responsable de promover la formacion de calcita observada en
lagos (Riding, 2000, Dittrich, 2004). Aunque cabe destacar que, en este sistema, el PPA
estuvo dominado por picocianobacterias (Pcy) y solo en casos excepcionales se llegaron a
observar células eucariontes de este tamafio.

Ademas de la importancia del PPA en la formacion de diferentes formas de carbonatos,
también contribuye de manera importante en la produccién primaria global en los sistemas
acuaticos (Callieri & Stockner, 2002) y son responsables del 50 al 70% de la fijacion anual
de carbono (Callieri, 2007). Las formas de organizacion de PPA que presentd La Preciosa,
fueron células individuales, lo cual es caracteristico de sistemas oligo-mesotréficos (Callieri
& Stockner, 2002). Sin embargo, tuvo un comportamiento distinto durante los tres meses
de muestreo. Antes del fenbmeno de emblanquecimiento, la mayor abundancia de PPA se
registré en la zona del metalimnion; que es similar a lo registrado en el Lago Alchichica,
donde el PPA tiende a ser més abundante en el metalimnion durante la estratificacion bien
establecida. Esto se puede deber a que es un lago que presenta la misma dindmica térmica
que La Preciosa (Hernandez-Avilés et al., 2010). A pesar de que las concentraciones de
fésforo soluble reactivo (FSR) en el metalimnion fueron las mas bajas durante este mes de
estudio (Fig. 7), se sabe que las células de PPA se ven menos afectadas por la limitacion
de fésforo y poseen habilidades competitivas en niveles bajos de luz (Callieri & Stockner,
2002).

En los meses restantes la maxima abundancia de PPA se registrd en el epilimnion; esta
tendencia se ha observado en el Lago Kinneret (Callieri & Stockner, 2002), que al igual que
La Preciosa, es un lago monomictico calido (Malinsky, 1997). En términos de biomasa, se
pudo observar que durante el fendmeno de emblanquecimiento la concentraciébn maxima
de carbono organico se presentd en la zona del metalimnion, debido a que las células de
PPA tuvieron un incremento de volumen en este estrato y que, por su tamafio y alta
abundancia, provee de mayores areas superficiales de contacto con el medio (Riding, 2000,
Dittrich, 2004). De igual forma, se pudo observar que hay una disminucion considerable de
las formas de FSR en el metalimnion y un aumento en las concentraciones de nitrégeno,
esta relacion puede resultar en una colimitacion de ambos nutrientes en el lago para la
época de lluvias como ha sido propuesto por Hernandez-Avilés et al. (2001), que se refuerza
por el hecho de que se encontré una correlacion positiva del PPA con el FSR.

Con respecto al PPH, ademas de ser la comunidad bacteriana mas importante en
transformaciéon y mineralizacion de materia orgénica en sistemas acuaticos (Hernandez et
al., 2012); es un gran componente de la biomasa microbiana (Cotner & Biddanda., 2002).

El PPH siempre mantuvo una tendencia a aumentar su abundancia hacia el fondo de la
columna de agua, debido a la mayor disponibilidad de carbono organico disuelto, que es la
principal forma de carbono utilizada por la comunidad heterotréfica (Cotner & Biddanda.,
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2002). Ademés de utilizar sustratos organicos, se ha reportado que las bacterias pueden
aprovechar otras fuentes de nutrientes como el FSR vy el nitrégeno; particularmente en el
hipolimnion donde ambos nutrientes no son limitantes y que podria estar ligado a su tamafio
celular (Herndndez-Avilés et al., 2012). De acuerdo con el volumen celular promedio
descrito en cada estrato, se observaron células méas pequefias en el epilimnion y células
mas grandes en el hipolimnion; esta misma tendencia se registro tanto en el lago tropical
Alchichica como en el lago templado Maggiore (Hernandez-Avilés et al., 2012); estos lagos
son clasificados como oligomesotréficos (Callieri et al., 2009, Hernandez-Avilés et al.,
2010). La actividad de esta comunidad bacteriana también se puede relacionar con la
concentracion registrada de sulfatos y nitratos en la columna de agua; ya que se ha
reportado que los procesos de sulfato reduccion y desnitrificacion pueden ser posibles
causas del aumento de tamafio celular (Hernandez-Avilés et al., 2010). En este sentido, el
PPH presenté una mayor abundancia y biomasa que el PPA, resultado de la mayor
abundancia del PPH en un orden de magnitud, aunque su volumen fue menor, se plantea
que el carbono organico disuelto y otras fracciones de los nutrientes disueltos, son mejor
aprovechados por los organismos heterotrofos (Cotner & Biddanda, 2002).
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Comunidad procarioplanctonica mediante CARD-FISH

La abundancia relativa del dominio Bacteria fue mayor sobre el dominio Archaea, este
altimo dominio tuvo un aporte minimo durante el periodo de estudio, con excepcién del
fendmeno de emblanquecimiento en donde se observé un aumento de densidad (Fig. 40).

El dominio Bacteria no tuvo un patrén constante a lo largo de los meses de estudio. Antes
y después del fenébmeno de emblanquecimiento, se registré6 una mayor abundancia en el
hipolimnion del sistema, tendencia que es similar a lo que se ha observado en el lago
Alchichica, en donde las densidades de los dos primeros estratos no presentaron
diferencias significativas y hubo un incremento considerable en el fondo del lago
(Hernandez-Avilés et al., 2010). Sin embargo, durante el evento de emblanquecimiento este
dominio tuvo una distribucion diferente al resto de los meses, pues la concentracion maxima
se localiz6 en la zona del metalimnion (Fig. 40).

Miembros plancténicos marinos pertenecientes al dominio Archaea fueron reportados por
primera vez en la capa mesopelagica del océano pacifico (Amano-Sato et al., 2013) y su
presencia se atribuia a ambientes extremos. Con el avance en las técnicas de biologia
molecular, se hizo claro que Archaea esta actualmente distribuida en diversos ambientes
como océanos, lagos y suelos (Karner et al., 2001, Wuchter et al., 2006). Se ha reportado
que taxa que se encuentran dentro del dominio Archaea estan involucrados en la
degradacion de biomasa organica en los sedimentos (Ye et al., 2009). Las arqueas
presentes en el lago La Preciosa tuvieron una tendencia a aumentar su abundancia hacia
el fondo del sistema, ya que estos organismos, ademas de la materia organica, pueden
utilizar el CO; que se libera de la descomposicion de materia organica (Wuchter et al., 2006)
(Fig. 40).

Uno de los grupos filogenéticos mas abundantes de arqueas pelagicas es Thaumarchaeota
(Thaum) cominmente presente en el plancton de los océanos y lagos (Pester et al., 2011,
Callieri et al., 2015). Este filo tuvo un comportamiento similar al que presentd el dominio
Archaea, sin embargo, se observé una disminucién de su abundancia en comparaciéon a la
del dominio y present6 un aumento de su densidad hacia el fondo del sistema, que se
atribuye a su participacion en la oxidacién de amoniaco a nitritos, proceso que es realizado
por algunos miembros de Thaum (Callieri et al., 2015). Estos organismos tienen la
capacidad de fijar CO; (Callieri et al., 2014), resultado de los procesos de descomposicion
de materia organica; por lo cual contribuyen significativamente en el ciclo del nitrégeno y
carbono.
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Fig. 40.- Aporte porcentual relativo dela comunidad procarionte de los dominios Archaea y Bacteria, asi como de
picocianobacterias (Pcy) con base en las densidades determinadas mediante CARD-FISH para los dominios y con
conteos directos para picocianobacterias.

Otro de los filos estudiados fue Proteobacteria, dentro del cual se encuentran la mayoria de
los grupos bacterianos de importancia para la agricultura, medicina y la industria.
Ecolégicamente, para los sistemas acuaticos, las clases Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria son las de mayor importancia (Newton et al.,
2011).

La clase Alphaproteobacteria es numéricamente dominante en varios ecosistemas marinos
(Morris et al., 2002, Newton et al., 2011). Sin embargo, en lagos de agua dulce se distribuye
en menor proporcion (Newton et al., 2011) como se pudo observar en el presente estudio
(Fig. 41). Las abundancias de Alphaproteobacteria Gnicamente se registraron en la zona
del epilimnion; sin embargo, la sonda que se utiliz6 para marcar a la mayoria de las
Alphaproteobacteria (ALF968) no es muy adecuada para la deteccion de algunos grupos
abundantes en lagos, como es el caso del género Candidatus pelagibacter LD12 (Salcher
et al.,, 2011) y esto podria aumentar el niamero de células detectadas para el filo
Alphaproteobacteria. Por lo tanto, esto podria explicar la baja hibridacion de
Alphaproteobacteria a lo largo del sistema. A pesar de lo anterior, el género Candidatus
pelagibacter LD12 estuvo presente en toda la columna de agua y es considerado como el
miembro mas abundante de la clase Alphaproteobacteria en sistemas de agua dulce (Zwart
etal., 2002). Este grupo se distribuye en aguas epilimnéticas donde la temperatura es céalida
y pueden poseer pigmentos que las ayudan a permanecer en el estrato con mas
penetracion de luz (Salcher et al., 2011). Es un grupo bacteriano que tiene la capacidad de
adaptarse a condiciones oligotréficas (Salcher et al., 2011); por lo cual, las abundancias
observadas en el hipolimnion en julio y septiembre, fueron las méas bajas al haber una mayor
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disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, durante el fenbmeno de emblanquecimiento
hubo un incremento de densidad en el hipolimnion, esto se debe a que la densidad
promedio de PPH fue la mas alta durante el periodo de estudio y hubo un consumo de
nutrientes mas rapido, dejando compuestos de bajo peso molecular que podrian ser
aprovechados por Candidatus pelagibacter LD12 y que propician la proliferacion de este

grupo.

El género Paracoccus mostré una menor abundancia en el epilimnion del lago; tal como se
ha observado en el lago Alchichica (Hernandez-Avilés et al., 2010). Sin embargo, tuvo un
incremento en su abundancia hacia el fondo del sistema a lo largo de los meses. Debido a
que este género esta involucrado en el proceso de desnitrificacién, estadisticamente se
observé una correlacién positiva con la concentraciéon de nitritos del sistema, indicando que
la desnitrificacion es un proceso importante durante el periodo de estratificacion
(Hernandez-Avilés et al., 2010).

Una de las clases mas abundantes dentro de las Proteobacterias en sistemas de agua dulce
es Betaproteobacteria (Zwart et al., 2002); la cual, fue dominante durante los meses de
muestreo (4% - 15.8%.) (Fig. 41) y presentd una tendencia a aumentar su densidad hacia
el hipolimnion. El cambio mas evidente de la densidad de esta clase se registr6 durante el
fendmeno de emblanquecimiento, ya que se observo que las abundancias en el epilimnion
y metalimnion disminuyeron considerablemente. Este comportamiento puede ser atribuido
a que existe un clado dentro de esta clase (Bet |) que es mas abundante en los estratos
superficiales (Salcher et al., 2008) y su abundancia esta positivamente relacionada al grado
de cambio en el color del agua, por la liberacion de sustancias de bajo peso molecular que
producen las algas (Simek et al., 2010). Sin embargo, al haber una saturacion de
carbonatos durante el fendmeno, el clado Bet | no puede aprovechar las sustancias
provenientes de las algas, por lo que, la abundancia de este grupo disminuy6
considerablemente. De acuerdo con el analisis de correlacion, este género presenté una
asociacion positiva con la concentracion de bicarbonatos, sin embargo, durante el
fendmeno de emblanquecimiento los carbonatos fueron las formas de carbono dominantes
y este cambio podria haber influenciado la abundancia de Betaproteobacteria. Los
porcentajes que se presentaron durante el periodo de estudio fueron mas altos que los
registrados para Alchichica (Hernandez-Avilés et al., 2010), debido a que
Betaproteobacteria tiende a disminuir su abundancia en sistemas salinos (Wu et al., 2006).
Esta clase bacteriana, al presentar la mayor abundancia en el hipolimnion, participa en los
procesos de oxidacion de amoniaco junto con a clase Gammaproteobacteria (Callieri et al.,
2015).

Por otro lado, se ha reportado que la clase Gammaproteobateria generalmente es mas
abundante en el océano (Biers et al., 2009) o lagos salinos (Wu et al., 2006) que en agua
dulce. Sin embargo, en este estudio estuvo presente en toda la columna de agua con una
tendencia a aumentar su abundancia hacia el fondo del lago, tal como se ha registrado en
el lago Alchichica (Herndndez-Avilés et al., 2010) (Fig. 41). Diferentes estudios han
demostrado que, a diferencia de Betaproteobacteria, esta clase incrementa su abundancia
conforme aumenta la salinidad del sistema (Wu et al., 2006); sin embargo, al no haber un
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aumento considerable de salinidad, Gammaproteobacteria presentd la mayor abundancia
al fondo del sistema, ya que esta clase bacteriana tiene preferencia por concentraciones
elevadas de nutrientes y pueden asimilar facilmente fuentes de carbono orgénico (Pinhassi
& Berman, 2003) que se encuentran en la parte del hipolimnion, en donde lleva acabo la
oxidacion anaerobia de amonio (Jiang et al., 2009).

Dentro de la clase Deltaproteobacteria, las bacterias sulfato reductoras (BSR) tuvieron poca
presencia durante los primeros dos meses de muestreo; lo cual fue observado en los bajos
porcentajes de hibridacion en la zona del hipolimnion (Fig. 41). Este comportamiento
cambio después del fendmeno de emblangquecimiento, pues las abundancias de este grupo
bacteriano, aumentaron de manera significativa a lo largo de la columna de agua, con un
incremento en el hipolimnion, en donde se ha reportado que este grupo bacteriano lleva a
cabo los procesos de sulfato reduccion (Hernandez-Avilés et al., 2010). Se pudo observar
gue se estan llevando procesos de oxidacidn de sustratos organicos en la columna de agua,
ya que estas bacterias pueden desarrollar este proceso en condiciones aerobias usando O
como aceptor de electrones, tal como ha sido en el lago Alchichica (Herndndez-Avilés et
al., 2010).

Por otra parte, se realiz6 el estudio de la composicion del filo Actinobacteria, el cual esta
constituido por bacterias Gram positivas con una alta composicion de guanina y citosina
(Ventura et al., 2007). Histéricamente, los suelos eran considerados el ambiente primordial
de residencia y actividad 6ptima de las actinobacterias, sin embargo, diversos estudios han
revelado que miembros de este filo son comunes e importantes en una variedad de habitats
de agua dulce (Newton et al., 2011). Este filo bacteriano estuvo presente a lo largo del
sistema (Fig. 41), sin embargo, no fue una fraccion dominante como se ha reportado en
distintos trabajos (Allgaier & Grossart, 2006). La clase Actinobacteria presentd una baja
abundancia en el epilimnion; lo cual se atribuye a que esta clase presenta una resistencia
a la exposicion de UV (Warnecke et al., 2005), lo cual les permite situarse en zonas donde
la intensidad luminica es alta. Por otro lado, el pH funciona como modelador de este grupo
bacteriano (Newton et al., 2011), ya que en el epilimnion; el pH tuvo una tendencia a ser un
poco mas alto que en los demas estratos y existen miembros de un clado especifico (ACK-
M1) que prevalecen en pHs altos (Newton et al.,, 2011). En trabajos anteriores, se ha
reportado que al disminuir la cantidad de clorofila en el sistema, la densidad de este filo
aumenta (Warnecke et al., 2005) lo cual podria explicar el incremento de este filo hacia el
fondo del lago y por su participaciéon en la refraccién de biomateriales por la descomposicion
y formacién de humus (Ventura et al., 2007). Ademas, este grupo bacteriano produce
enzimas extracelulares y diversos metabolitos secundarios (Ventura et al., 2007), los cuales
pueden estar siendo aprovechados por bacterias que consumen compuestos de bajo peso
molecular como el género Candidatus pelagibacter LD12.

El filo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB) conocido formalmente como filo
Bacteroidetes exhibe una gran diversidad fenotipica y metabdlica y se encuentra distribuido
en suelos, ambientes acuaticos o en simbiosis con plantas, animales y humanos (Newton
etal., 2011). Junto con el filo Proteobacteria, constituyen dos de los grupos mas abundantes
en sistemas acudticos (Kirchman, 2002); sin embargo, este comportamiento no fue
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observado en el sistema de estudio (Fig. 41), ya que las densidades fueron menores en
comparacion con las densidades de otros grupos bacterianos. Las mayores densidades se
localizaron en la zona del hipolimnion, ya que este grupo estid asociado al consumo y
degradacion de materia organica de alto peso molecular (Kirchman, 2002). Ademas, se
observo una correlacién negativa con las concentraciones de oxigeno disuelto (Cuadro 3),
gue es explicada por la anaerobiosis de la mayoria de los miembros de CFB (Amann &
Fuchs, 2008).

Por ultimo, se determiné la abundancia de la familia Planctomycetaceae haciendo uso de
la sonda PLA886. Este grupo estuvo distribuido de manera homogénea durante el periodo
de estudio con un ligero aumento en la densidad durante el fenémeno de
emblanquecimiento hacia el fondo del sistema (Fig. 41). Este grupo bacteriano presenté
una relacion inversa con las concentraciones de oxigeno disuelto, ya que esta conformado
por organismos guimiolitoautétrofos que llevan a cabo la oxidacion anaerobia de amonio
(Anammox) en sistemas marinos y de agua dulce (Jetten et al., 2003). El proceso Anammox
se lleva a cabo bajo condiciones minimas de oxigeno y se ha demostrado que es un proceso
importante en el ciclo de nitrégeno y en la degradacion de carbohidratos altamente
complejos, dejandolos accesibles a otros organismos; por lo tanto, es un proceso
importante en el ciclo de carbono (Gléckner et al., 2003). Es importante mencionar que la
sonda utilizada para la identificacion de Planctomycetaceae abarca el 69% de organismos
pertenecientes al filo Planctomycetes, sin embargo, hibrida en la regién 18S rRNA de varios
eucariotes, incluyendo diatomeas (Musat et al., 2006). Por lo cual, no se descarta la
posibilidad de presentar una cantidad considerable de falsos positivos de esta sonda
durante el estudio.
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El papel de la comunidad procarionte en los ciclos biogeoquimicos.

A pesar del tamafio pequefio de los procariontes, son un componente planctdnico
importante en ecosistemas acuaticos y participan de manera importante en los procesos
biogeoquimicos. Esta importancia esta relacionada con los procesos de flujo de energia y
de materiales; que es maximizada en ambientes oligotréficos y disminuye conforme
aumenta el estado tréfico (Cotner & Biddanda.,2002).

El lago La Preciosa es un sistema con una salinidad baja (1.1 g L') y una elevada
alcalinidad dominada por bicarbonatos; la cual amortigua los cambios en los pH producidos
por procesos fisioldgicos como la nitrificacién y desnitrificacion. La actividad de los
diferentes grupos procariontes, como se mencion0 anteriormente, modela los
compartimentos de los ciclos biogeoquimicos que toman lugar dentro de los sistemas
acuéticos como es el caso del sistema de estudio. La actividad biologica es la principal
causa del reciclado de materiales, ya que la incorporacién de materiales sucede en la
temporada de lluvias y por acciéon de actividad antropogénica como agricultura, pesca,
extraccion de agua. Las actividades antropogénicas son facilitadas por ser un lago donde
es facil el acceso. Por ser un lago de origen volcanico (Armienta et al., 2008) tiene una
composicion alta de rocas basalticas (Alcocer et al., 2005, Carrasco-Nufiez et al., 2007,
Armienta et al., 2008), por lo que existe una gran cantidad de silicatos presentes en el
sistema.

Ciclo del carbono

El CO; ocupa el ~0.035% del aire que constituye la atmosfera y su solubilidad es 200 veces
mas que la del oxigeno; por lo que, una vez que se encuentra disuelto en el agua forma
acido carbodnico, bicarbonatos y carbonatos (Wetzel, 2001).

El CO; es fijado por el fitoplancton y el PPA (picocianobacterias) produciendo polimeros
organicos los cuales son degradados por bacterias heterétrofas hidroliticas, principalmente
actinobacterias, gammaproteobacterias (Sorokin et al., 2014), bacteroidetes (Kirchman,
2002) y miembros pertenecientes a la familia Planctomycetaceae (Glockner et al., 2003).
Como resultado de la degradacién de polimeros, se forman monémeros como azucares,
aminodcidos, acidos organicos y alcoholes; los cuales son aprovechados por bacterias
heterotrofas secundarias (“dissipotrophic”), como los organismos del género Candidatus
pelagibacter LD12; que es un género que esta relacionado con la degradacién de
compuestos de bajo peso molecular. El proceso de degradacién de materia organica da
como resultado la liberacion de CO; y las concentraciones de oxigeno disminuyen.

Como parte del ciclo de carbono, los metanégenos son un grupo exclusivo de arqueas
(Atlas & Bartha, 2002) anaerobios y activos potenciales Redox (entre -350 y -450 mV) y
pueden utilizar el CO, como aceptor de electrones y a su vez, reducirlo a metano (Atlas &
Bartha, 2002).
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Ciclo del nitrégeno

La desnitrificacion es un proceso que es realizado por heterotrofos y por diversos litotrofos
anaerobios facultativos (Sorokin et al., 2006; Sorokin et al., 2014); el cual consiste en la
reduccién de nitritos y nitratos a nitrégeno molecular. Este proceso es realizado por
bacterias de la clase Gammaproteobacteria y el género Paracoccus; que en el presente
estudio present6 una relacion positiva con las concentraciones de nitritos.

Los desechos metabdlicos producidos por la micro y macrofauna son una fuente constante
de amoniaco en el sistema. Esta molécula es utilizada como aceptor de electrones por el
filo Thaumarchaeota y por las clases Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria quienes
la transforman en nitritos y/o nitratos en las zonas aerdbicas de la columna de agua. No
obstante, el amoniaco puede ser oxidado de forma anaerobia (proceso Anammox) por
organismos pertenecientes a la familia Planctomycetaceae, quien lo convierte en nitrégeno
molecular, que puede reintegrarse al ciclo por medio de organismos fijadores de nitrégeno
o perderse por volatilizacion.

Ciclo del azufre.

Las algas y muchos microorganismos heteroétrofos, asimilan el azufre en forma de sulfato.
Para poder ser incorporado como radical sulfhidrilo (-SH), el sulfato debe reducirse a sulfuro
mediante la reduccion asimiladora de sulfato, la cual se realiza cominmente, aunque no de
manera obligada, en condiciones de anoxia por las BSR. Se sabe que las BSR que se
encuentran en estos sistemas son del grupo Desulfovibrionales, que realizan la reduccién
completa del sulfato (SO; - H2S) y que no tienen la capacidad de reducir azufre elemental
(Sorokin et al., 2014). El sulfuro que se produce en la reduccién puede ser oxidado a azufre
elemental o sulfatos por bacterias fotétrofras o quimiodtrofas oxidadoras del azufre (Sorokin
et al., 2014). La clase Gammaproteobacteria utiliza los compuestos reducidos del azufre
(sulfuro, polisulfuro, tiosulfato y azufre elemental) como donador de electrones (Sorokin et
al., 2014). Estos procesos se llevan a cabo en la zona anéxica del sistema, sin embargo,
la distribucion de BSR y de las gammaproteobacterias, no se limitdé Gnicamente a esta zona,
ya que estuvieron distribuidas a lo largo de toda la columna de agua.

Ciclo del fésforo

En la mayoria de los sistemas de agua dulce, el fésforo constituye el nutriente limitante; el
cual, determina la productividad bioldgica, ya que, mientras se encuentre mas disponible,
se forma mas biomasa (Spivakov et al., 1999). El fésforo que se encuentra en el lago La
Preciosa, es aprovechado por la comunidad fitoplancténica, el PPA y las bacterias
heterotrofas. El fosforo es introducido de diferentes formas al sistema; durante la temporada
de lluvias, el arrastre de material orgénico y terrigenos, la incorporacion de detergentes de
manera antropogénica y el uso de fertilizantes afiadidos a los cultivos que se encuentran
en la parte alta de la cuenca, hacen que el fosforo soluble sea la forma mas frecuente de
fosforo disuelto (Spivakov et al., 1999). El fésforo que no es utilizado por los organismos
fotosintéticos y heteroétrofos, puede ser aprovechado por organismos del filo Bacteroidetes
y Planctomycetes; ya que estos taxa bacterianos estan relacionados con la degradacion de
compuestos organicos complejos.
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El fenémeno de emblanquecimiento y la comunidad procarionte

La precipitacion de carbonato es un fendbmeno que se encuentra comunmente en ambientes
marinos, de agua dulce y suelos (Erlich 1998, Hammes & Verstraete, 2002) y se puede
presentar siempre y cuando existan las condiciones ambientales adecuadas. Se han
postulado dos posibles modelos para explicar el emblanquecimiento en sistemas lacustres:
una precipitacion inorganica producida por cambios en la temperatura del agua y una
precipitacion bioinducida por la remocién de CO; por medio de la fotosintesis (Thompson
et al., 1997). Se ha demostrado que, en diversos lagos, la precipitacion esta influenciada
por el aumento de la temperatura (25°C en agua superficial) (Sondi & Juraci¢, 2010), sin
embargo, en La Preciosa la temperatura se mantuvo constante, lo cual descarta la
posibilidad de que la precipitacién se realice de forma inorganica, lo que nos lleva a la
posibilidad de que la precipitaciébn sea mas bien de origen biolégico.

Tanto las bacterias heterotrofas y las autétrofas han sido asociadas con la precipitacion de
carbonatos en ambientes de agua dulce (Riding, 2000) y su papel principal dentro de este
fenbmeno es crear un ambiente alcalino, a través de diversas actividades fisioldgicas
(Hammes & Verstraete, 2002). Estas actividades estan relacionadas con las comunidades
bacterianas heterdtrofas encargadas de la reduccion de sulfatos (Arp et al.,, 1999), la
oxidacién anaerobia de metano (Arp et al., 1999), la amonificaciéon y la degradacion de
compuestos organicos via reduccién de nitratos (Arp et al., 1999). Estas actividades
metabdlicas, incluyendo la actividad fotosintética por parte del fitoplancton y del PPA dieron
como resultado un aumento en el pH durante el mes de emblanquecimiento. Este aumento
en el pH causd un cambio del equilibrio de acido carbdnico hacia un incremento de CO3?.
Lo cual explicaria el cambio de las alcalinidades durante el fenémeno de
emblanquecimiento.

Ademas de las condiciones mencionadas anteriormente, la precipitacion puede estar
influenciada por las concentraciones de fésforo disuelto ya que la formacion de las
diferentes formas de carbonato, inicia cuando la concentraciéon de fésforo es menor a 0.01
mg L (Kuchler-Krischun & Kleiner, 1990) y esto concuerda con la concentracién de fésforo
registrada un mes antes del fenémeno de emblanquecimiento en La Preciosa.

Si bien la comunidad heterétrofa es la encargada de crear las condiciones ambientales
adecuadas para la precipitacion, la comunidad autétrofa esta mas relacionada con el
proceso de emblanquecimiento ya que, ademas de que puede aprovechar las formas de
bicarbonatos como fuente de carbono inorganico para la fotosintesis (Dittrich & Obst, 2004),
el PPA es conocido por producir secreciones poliméricas extracelulares, las cuales sirven
como sitios de nucleacion y pueden inducir el crecimiento de cristales de calcita (Arp et al.,
1999,Dittrich & Obst, 2004). Estas secreciones poliméricas extracelulares poseen cargas
negativas que son afines a los cationes polivalentes como el calcio Ca* y el magnesio Mg*
(Obst et al., 2009) lo que favoreceria la incorporacion de alguno de estos dos cationes para
la nucleacion.

Por dltimo, la combinacién de diferentes técnicas experimentales como la observacion in
situ de la nucleacién de calcita en las células, métodos de microscopia de alta resolucién y
métodos para analizar la superficie de las células durante el emblanquecimiento (Dittrich &
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Obst, 2004), podria ayudar a entender la precipitacion en lagos tropicales, los cuales han
sido sistemas poco estudiados. De igual forma, con la utilizacion de una variedad mas
amplia de sondas, se podrian realizar estudios mas completos sobre la composicion
microbiana, su papel en la dinamica del lago y su participacién en los ciclos biogeoquimicos
en los sistemas acuaticos, los cuales, son sitios Unicos y de gran importancia para entender
su funcionamiento en relacion a los cambios atmosféricos y el impacto que causan hacia
las comunidades bioticas.
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CONCLUSIONES

Las densidades del picoplancton autotréfico (PPA) disminuyeron hacia el fondo del sistema,
asociado con la disminucion de la luz. La mayor abundancia del PPA se registré en el
metalimnion antes del fenbmeno de emblanquecimiento, donde se presenta una mayor
disponibilidad de nutrientes y entre el 1% y el 0.1% de la region fotosintéticamente activa
donde estas células pueden sintetizar. Por otro lado, la comunidad heterotréfica solo
aumento su densidad en la termoclina después del fendmeno de emblanquecimiento.

A diferencia del PPA, las densidades mas altas de picoplancton heterotrofico se
encontraron en la zona del hipolimnion, asociado con una mayor disponibilidad de materia
organica.

Los organismos del dominio Bacteria dominaron la composicion del procarioplancton del
lago la Preciosa, mientras que el dominio Archaea tuvo una presencia minima durante el
periodo de estudio. En el fenébmeno de emblanquecimiento se observé un comportamiento
inverso entre las abundancias de PPA y el dominio Archaea.

El filo Proteobacteria fue la comunidad bacteriana dominante durante el periodo de estudio;
siendo la clase dominante Betaproteobacteria. Sin embargo, al sumar las sondas
especificas de la clase Alphaproteobacteria (LD12 y Paracoccus) esta resultd ser la
dominante.

Los taxa bacterianos que dominaron la columna de agua durante el fenémeno de
emblanquecimiento fueron Gammaproteobacteria y Planctomycetacea.

El género Paracoccus estuvo presente a lo largo de la columna de agua presentando la
mayor abundancia en el hipolimnion anéxico, lo cual esta asociado con los procesos de
desnitrificacién en este estrato.

La comunidad procarionte tiene un papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos que se
llevan a cabo en el lago. En el el ciclo del carbono los grupos bacterianos que estan
asociados son el PPA y los taxa bacterianos Actinobacteria, Gammaproteobacteria,
Bacteroidetes, Planctomycetes y LD12-121. Las clases Gammaproteobacteria y
Betaproteobacteria y el filo Thaumarchaeota se relacionan principalmente con el ciclo de
nitrégeno, y en particular la familia Planctomycetacea lleva a cabo la oxidacién anaerobia
del amonio. En el ciclo del azufre participan las BSR y la clase Gammaproteobacteria. Por
altimo, el PPA 'y las bacterias heterétrofas son consumidoras del fosforo.

Al no haber un incremento significativo en la temperatura superficial del agua durante el
periodo de estudio, la precipitacién de carbonatos es consecuencia de la actividad biolégica
por la nucleacion de bicarbonatos, cuando el CO; es limitante, y no de forma inorganica
como ocurre en otros sistemas acuaticos. Como consecuencia de la fotosintesis se
presentd un aumento de pH y resultado de los cambios de las formas de carbono se
incrementd la alcalinidad de carbonatos, las cuales, condicionaron el desarrollo del
fendmeno de emblanquecimiento en el lago.

56



Anexo 1.- Lago la Preciosa antes del fenOmeno de emblanquecimiento (arriba) y foto del lago la Preciosa durante el
fendmeno de emblanquecimiento (abajo).
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