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Resumen

La precipitacion del carbonato de calcio es un proceso clave en el ciclo del carbono
tanto a escala global como lacustre. Uno de los casos mas espectaculares de
precipitacion de CaCOs son los denominados "eventos de emblanquecimiento”. Estos
son precipitaciones a gran escala de CaCOs de grano fino el cual genera un cambio en
la coloracion del espejo de agua de algunos lagos. En los lagos, se postula que la
precipitacion de CaCOs se debe a la actividad fotosintética de las algas, ya que el
aumento del pH induce la precipitacion de calcita.

En México a pesar de contar con reportes de este tipo de eventos a lo largo de los anos,
el interés prestado por la comunidad cientifica del pais hasta el momento es escasa. Lo
anterior se debe a que el emblanquecimiento no presenta una periodicidad como ocurre
en sistemas templados lo cual dificulta su estudio, aunado a que la mayoria de los
cuerpos de agua que se encuentran en buen estado dentro del pais se localizan en
localidades aledafias o de dificil acceso.

En el presente trabajo se exploro la diversidad microbiana de muestras superficiales de
agua asociada a eventos de precipitacion de carbonatos para dos lagos crater (Atexcac
y La Preciosa), empleando técnicas de secuenciacion masiva del 16S ARNr. EI 90 % de
la diversidad microbiana encontrada en los sistemas de estudio se encontro distribuida
en 8 fila dominantes: Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Planctomycetes,
Verrumicrobia, Cyanobacteria, Firmicutes y Choloroby. Los cuales presentaron una
variacion en cuanto a su abundancia relativa tanto antes como durante el evento de
emblanquecimiento, asi como entre sistemas; sin embargo, durante el evento de
emblanquecimiento se pudo observar un incremento de Ila clase
Synechococcophycideae perteneciente al Filum Cianobacteria para ambos sistemas de
estudios corroborando asi lo presentado por otros autores que nos indican que las
cianobacterias juegan un papel importante dentro del evento de emblanquecimiento.
Este estudio representa uno de los primeros en aportar conocimiento sobre la diversidad
microbiana en columna de agua durante el evento de emblanquecimiento dando pie a
un mejor entendimiento de los procesos y microorganismos involucrados durante este

tipo de evento.



Abstract

Precipitation of calcium carbonate (CaCO:s) is a key process both at the global and the
lacustrine scale in the Carbon cycle. One of the most spectacular cases of CaCOs;
precipitation are the so-called "whitening events". These are large-scale precipitations
of fine-grained CaCOs that generate a change in the coloration in the surface water of
lakes (from blue to milky state). In lakes, it is postulated that the precipitation of CaCOsis
due to the photosynthetic activity of algae, since the increase in pH induces the
precipitation of calcite. In Mexico, despite having reports of this type of events over the
years, the interest lent by the scientific community of the country is minimal. This is
related to the fact that whitening events are not periodic, as it occurs in temperate
systems, which makes it difficult to study. In addition, most water bodies that are in good
environmental condition in the country are located in places which are difficult to access.
In the present work, the microbial diversity of surface water samples from two crater
lakes (Atexcac and Preciosa) associated with CaCOs precipitation events was explored,
using massive sequencing techniques of the 16S rRNA. The mayority of the microbial
diversity found in the study systems was distributed in 8 dominant Phyla: Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Planctomycetes, Verrumicrobia, Cyanobacteria,
Firmicutes and Choloroby. These Phyla showed variations in their relative abundance
before and during the whitening event, as well as between systems. However, during
the whitening event, an increase in the Class Synechococcophycideae belonging to the
Phylum Cyanobacterium could be observed in both systems of study, corroborating what
was mentioned by other authors showing that cyanobacteria (of the genus
Synechococcus) play an important role in this kind of events.

This study represents one of the first to provide knowledge about the microbial diversity
in the water column during whitening events, giving the opportunity to a better

understanding of the processes and microorganisms involved.



Introduccion

La vida en los ecosistemas evoluciona constantemente dando origen a una gran
biodiversidad. Se estima que la biodiversidad microbiana asciende a unos 30 millones
de especies y que la mayor parte de ella se encuentra en los mares y océanos (Mora et
al., 2011). Si bien se desconoce el tamafio real de la misma, estudios recientes han
revelado que solo se encuentran clasificadas hasta la fecha aproximadamente 11,000
especies de Bacterias y Arqueas, y cada afo se describen al menos 600 nuevas (Yarza
et al.,, 2014). Estos numeros proporcionan no solo una referencia del potencial
ampliamente inexplorado de nuestro Planeta y de las comunidades microbianas que lo
habitan, sino también del potencial de las mismas en lo que a nuevos genes y
actividades se refiere (Kyrpides et al, 2014). Dichas actividades son ampliamente
desconocidas a pesar de que su potencial para futuros desarrollos econédmicos se
reconoce ampliamente (Jemli et al., 2014; Timmis et al., 2014; Velasco-Bucheli, et al.,
2015).

Los ambientes acuaticos concentran gran parte de la biodiversidad del planeta lo
que es comprensible si consideramos que la vida surgié en estos ambientes hace
aproximadamente 3,500 millones de afios (Jiménez et al., 2007). Sin embargo, la poca
accesibilidad para muestrear y monitorear estos sistemas, debido a su extrema
heterogeneidad espacial y temporal, dificultan el reto de comprender los procesos
evolutivos que originan y mantienen su diversidad bioldgica y se complica mas si
tomamos en cuenta la gran cantidad de microorganismos presentes en ellos (Prosser
et al., 2007). Nuestro entendimiento del papel que tienen los microrganismos en los
procesos ecoldgicos y biogeoquimicos ha aumentado en los ultimos cien afos a una
tasa excepcional, la primera persona en observar la presencia de estos pequefos
organismos en sistemas acuaticos fue Von Leeuwenhoek en el siglo XVII, pero
lamentablemente el progreso en microbiologia fue lento. No fue hasta finales del siglo
XX que la comunidad cientifica aceptd que las bacterias y otros microorganismos eran



un componente importante de los ecosistemas, pero hasta cierto punto incuantificable
(Cotner y Biddanda, 2002).

Las bacterias representan el grupo mas diverso de organismos y cumplen un rol
esencial en procesos ecologicos fundamentales relacionados con el sostenimiento de
la vida. Dada su gran abundancia y versatilidad metabdlica y fisioldgica, estos
microorganismos son capaces de habitar una gran variedad de ambientes, desde
aquellos que ofrecen condiciones ideales para el crecimiento hasta ambientes extremos
cuyas caracteristicas impiden el desarrollo de cualquier otra forma de vida (Prosser et
al., 2007). Desde que se originaron los primeros microorganismos, la actividad bioldgica
de estos ha modelado las caracteristicas del medio ambiente a través del consumo de
nutrientes, intercambio gaseoso y modificacion quimica de diferentes sustratos. Un claro
ejemplo del impacto de la actividad de los microorganismos fue el cambio de una
atmosfera reductora a una oxidante, gracias a la actividad metabdlica de las
cianobacterias (Couradeau et al., 2012).

Como una manera de facilitar el estudio de los microorganismos que habitan la
columna de agua, y debido a la introduccién de varios tipos de redes y filtros que difieren
en el tamafo de poro para separar las distintas fracciones, se introdujeron distintos
términos a lo largo del tiempo y que en la actualidad son comunmente usados (Tabla
1). De acuerdo con esta clasificacion, las bacterias (o picoplancton) corresponden a la
fraccion entre 0.2 y 2 ym, el término picoplancton fue introducido por primera vez por
Sieburth et al. (1978) he incluye tanto células procariotas como células eucariotas. Esta
fraccidn del plancton se encuentra representada por integrantes de los tres dominios del
arbol filogenético propuesto por Woese et al. (1990) para la division de todos los
organismos: Bacteria, Arquea y Eukarya y tiene una importancia esencial en el flujo de
carbono de los océanos y cuerpos de agua dulce.

En la mayoria de sistemas acuaticos epicontinentales el picoplancton
fotosintético contribuye entre el 16 y el 70% de la produccién de carbono total (Steitz y
Velimirov 1999, Callieri 2008, Greisberger et al., 2007). En particular, en cuerpos de
agua ultraoligotroficos entre un 50 y 70% del flujo de carbono anual es atribuido a
organismos que pasan a través de filtros con tamanos de poro de 1 a 2 ym (Caron et

al.,1985) y que representan un componente fundamental en el flujo de energia a través
10



del bucle microbiano (“microbial loop”) conectando los ciclos de carbono y nutrientes

con el esquema de red tréfica convencional en los sistemas acuaticos.

Tabla 1. Clasificacion del plancton tomado y modificado de Callieri (2007).

Término

Tamaho (um)

Referencia

Microplancton

Nanoplancton

Ultraplancton

Picoplancton

20-200

50-500

60-500

2-20

5-50

5-60

<64

<5

0.5-5

0.2-2

Dussart 1965; Sieburth et al., 1978
Margalef 1955

Hutchinson 1967

Dussart 1965; Sieburth et al., 1978
Margalef 1955

Hutchinson 1967

Vollenweider et al., 1974

Margalef 1955

Hutchinson 1967

Sieburth et al., 1978

El picoplancton representa un componente clave en las tramas troficas acuaticas

y su biomasa es un recurso significativo de alimento para muchos organismos (Azam et

al., 1983, Cole 1999). En las ultimas décadas, su importancia en las cadenas tréficas

acuaticas ha sido bien documentada (Pomeroy 1974, Azam et al., 1983, Stockner y
Antia 1986, Weisse 1993, Voros et al., 1998, Callieri y Stockner 2002, Drakare et al.,

2003) y en la actualidad es ampliamente reconocida su contribucién dentro del flujo de

carbono en muchos sistemas acuaticos, particularmente en sistemas oligotréficos
(Agawin et al., 2000, Bell y Kalff 2001, Richardson y Jackson 2007, Barber 2007).
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Azam y colaboradores (1983) fueron los primeros en conceptualizar el rol del
picoplancton en las cadenas troficas microbianas en los océanos y mas recientemente
Richardson y Jackson (2007) cambiaron la vision sobre la importancia del picoplancton
en las cadenas tréficas marinas, al establecer que estos microorganismos
transfieren mucho mas carbono sintetizado a través de la red tréfica acuatica que lo
gque se asumia previamente, demostrando que el picoplancton puede ser también
una fuente importante de carbono organico para la produccién del zooplancton y
materia organica. El control de los predadores (“top-down”) sobre el picoplancton es
principalmente ejercido por la actividad de nanoflagelados heterotréficos y mixotroficos
y pequenios ciliados (Callieri 2008), mientras que el control de los recursos (“bottom-up”)
sobre la abundancia del picoplancton parece estar ejercido particularmente por la
disponibilidad de nutrientes y por demas variables ambientales, como por ejemplo pH,
salinidad, temperatura, luz, calidad y cantidad de materia organica disuelta (Stockner y
Porter 1988, Sanders et al., 1992, Burns y Schallenberg 1998, Gasol et al., 2002). Entre
los factores ecoldgicos que regulan la estructura del picoplancton autotréfico se han
senalado: el estado tréfico de los lagos, la morfometria, el régimen térmico, el tiempo de

residencia, los nutrientes, la luz y las interacciones biéticas (Callieri 2008).

Métodos de estudio de la abundancia y diversidad del picoplancton

Entre los afios 70 y 80, gracias a la incorporacion de nuevas técnicas tales como
la microscopia de epifluorescencia (Daley y Hobbie 1975), la microscopia electrénica
(Johnson y Sieburth 1982, Takahashi y Hori 1984) y la citometria de flujo (Olson et
al.,1985, Chisholm et al.,1988) se lograron importantes avances en la ecologia, fisiologia
y taxonomia del picoplancton.

No obstante, el estudio de la diversidad del picoplancton recién fue posible a partir
de la incorporacion y aplicacion de técnicas de biologia molecular basadas en el analisis
de diferentes aspectos del gen que codifica para el ARN ribosomal (ARNr) (Pace et
al.1986). La utilizacion de estas técnicas moleculares en la ecologia microbiana ha

revolucionado el conocimiento de los ecosistemas acuaticos y ha influenciado de
12



manera significativa el entendimiento de la diversidad, distribucion y ecologia
microbiana en ambientes naturales. Por primera vez fue posible determinar la
composicién del picoplancton sin la necesidad de observarlo bajo microscopio o
cultivarlo, gracias a que fue obtenida la secuencia de un gen presente en todos los
organismos vivos que codifica para la subunidad menor del ARNr. Ademas, ha sido
posible establecer a partir de secuencias especificas dentro de este gen las
caracteristicas de determinados grupos de organismos, asi como también la posibilidad
de sintetizar sondas moleculares (primers) que reconocen e identifican estas regiones
de ADN de los microorganismos que se quieren identificar.

El analisis comparativo de genes filogenéticamente informativos (como es el
caso del ARNr) ha permitido reconocer nuevos linajes filogenéticos, ampliar el mapa de
distribucion biogeografica de los microorganismos y, fundamentalmente, ha puesto en
evidencia que la utilizacidon de las técnicas tradicionales de cultivo microbiologico para
el estudio de la diversidad microbiana deja fuera del analisis a la mayoria de los
microorganismos que habitan en los ambientes naturales (Staley y Konopka 1985). El
analisis filogenético, las secuencias de los genes 16S ARNr (para bacterias y
picocianobacterias) y el 18S ARNr (para picoeucariotas) han resultado una herramienta
muy util en la evaluacion de relaciones filogenéticas (Amann et al., 1995, Murray et al.,
1996, Callieri 2008).

El entendimiento de la taxonomia, distribucidén, estructura y ecologia del
picoplancton esta siendo enriquecido continuamente a la introduccion de nuevos
equipos dirigidos al estudio de las propiedades celulares de estos microorganismos, lo
cual nos permite tender un mejor entendimiento del comportamiento de las
comunidades microbianas en sistemas acuaticos. En particular el analisis de una
comunidad busca entender cual es la estructura de los ensambles biologicos, cual es
su funcién y como cambian espacial y temporalmente. Segun Konopka, (2009), el
analisis de las comunidades microbianas involucra varios elementos relacionados con

la determinacion de:

13



Diversidad taxonémica: referida a inventarios de diversidad (diversidad
taxonémica dentro de un habitat definido espacialmente) en una muestra
discreta, entendiendo diversidad como la riqueza de taxones o numero de

especies y la abundancia relativa de los diferentes taxones en la comunidad.

Determinacion de caracteristicas funcionales: involucra conocer la actividad

de los microorganismos en procesos biogeoquimicos especificos.

Interacciones microbianas: busca determinar la dinamica del ecosistema y la
ecologia evolutiva de cada individuo. Las interacciones se pueden originar por
competencia por recursos, por asociaciones simbidticas, alelopatia, produccion

de moléculas sefial, transferencia horizontal de genes y co-evolucion, entre otros.

Redundancia funcional: que proporciona la capacidad de responder

rapidamente a cambios ambientales.

Estabilidad, resistencia y resiliencia: determinan la respuesta del ecosistema

a perturbaciones.

Potencial genémico: Hace referencia al metagenoma de la comunidad

Por tanto, los estudios actuales de comunidades microbianas pretenden identificar

tanto los microorganismos cultivables, basados en aislamientos y/o el analisis de las

propiedades metabdlicas de los organismos que componen una muestra, como los no

cultivables, basados en el analisis del metagenoma por medio de técnicas moleculares;

en ambos casos también se realizan comparaciones filogenéticas que permiten

establecer relaciones de parentesco y afiliaciones taxonémicas.

Las bacterias han sido reconocidas como los componentes integrales de todos

los ecosistemas, ya que estas se encargan de ciclar y transformar la materia organica y

nutrientes (Falkowsky et al., 2008). Los ecosistemas acuaticos epicontinentales se

encuentran sujetos a distintas presiones por parte del hombre como son: incremento en

la carga de nutrientes, sobre-extraccion de los mantos acuiferos y la contaminacion que

14



proviene de insumos antropogénicos tales como la escorrentia agricola. Un aumento en
la carga de nutrientes puede conducir o acelerar el proceso de eutrofizacién (Schindler,
2006) alterando la dinamica y composicién de las comunidades de una manera que el

ecosistema pierde su capacidad de resiliencia.

A principios del siglo XXI, uno de los mayores problemas con los que se enfrenta
el planeta, es el incremento exponencial de las concentraciones de gases de efecto
invernadero en especifico de COz2, el cual ha generado un aumento de la temperatura
media del planeta. Esta problematica ha generado que un gran porcentaje de los
estudios realizados por la comunidad cientifica en todo el mundo se centre en el ciclo
del carbono, planteandose un sinfin de soluciones que incluyen el ahorro de energia,
desarrollo de biocombustibles y la captura y secuestro de carbono (CSC). Irénicamente,
uno de los problemas globales mas significativos podria resolverse a través de la
comprensiéon de uno de los organismos mas pequenos de la Tierra: las Cyanobacterias
(Ridgwell & Zeebe 2005), las cuales tienen un rol importante dentro del ciclo del carbono
especificamente en la formacion de carbonato de calcio. Lo anterior es resultado de su
actividad metabdlica, siendo uno de los principales organismos que regulan los niveles
de CO:zen la atmosfera a través de la fotosintesis (Bundeleva et al., 2012), y que puede
resultar en la precipitacion masiva de carbonatos generando lo que se conoce como

eventos de emblanquecimiento.

Evento de emblanquecimiento

El mayor reservorio de carbono en la Tierra existe como HCO3s disuelto en los
océanos y cuerpos de agua continentales. El 42% de yacimientos de carbono total en
la Tierra estan representados por los carbonatos en forma de piedra caliza y dolomita
(Ehrlich, 1996). En la superficie de la Tierra, una porcion significativa del carbonato
insoluble es de origen biogénico, involucrando bacterias, hongos, algas y metazoos
(Gadd, 2010). Como ejemplo de la participacién de microorganismos encontramos la
precipitacion masiva de carbonatos representada en los estromatolitos (Grotzinger y
Knoll, 1999) y los eventos de emblanquecimiento (Thompson et al.,1997) aunque no es
una actividad exclusiva de sistemas acuaticos (Hammes y Verstraete 2002) (Tabla 2).
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El emblanquecimiento, también llamado evento blanco, es causado cuando el
carbonato de grano fino precipita en la columna de agua de los lagos y océanos
(Thompson et al., 1997) generando un cambio en la coloracion del espejo de agua a un
color verde-nedn. Durante mucho tiempo los cientificos han estado debatiendo las
causas de este fendmeno sin poder llegar a una conclusién (Drew 1913). Existe
evidencia que sustenta que los emblanquecimientos son causados por la precipitacion
microbiana de carbonato (MCP por sus siglas en inglés) ya sea por mecanismos de
precipitacion inorganicos, o por la resuspension de sedimentos de carbonato (Wright y
Oren 2005). La evidencia reciente sugiere que estos eventos son causados por
organismos del picoplancton, especificamente por cianobacterias del género
Synechococcus (Thompson et al., 1997 Dittrich et al., 2003). Al ser las cianobacterias
organismos cosmopolitas y considerando su importancia en la mayoria de los sistemas
acuaticos, la biomineralizacion de CaCOs inducida por estos puede ser mucho mas
frecuente de lo reportado (Obst et al., 2009).

En la naturaleza, se sabe que gran variedad de microorganismos son capaces
de inducir la precipitacion de carbonatos alterando la quimica de la solucion
(principalmente el pH) a través de una amplia gama de actividades metabdlicas (Fig.1)
o como subproducto de esta (Castanier et al., 1999, Riding, 2000, Dejong et al., 2010,
Maignien et al., 2011; De Muynck et al., 2013), incluyendo:

Fotosintesis (Dupraz et al., 2004),

Ureolisis (Fujita et al., 2000),

Desnitrificacién (Van Paassen et al., 2010),
Amonificacion (Rodriguez-Navarro et al., 2003),
Sulfato reduccion (Braissant et al., 2007) y la
Oxidacién del metano (Reeburgh, 2007)

o g k wbd-=
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Tabla 2. Ejemplos de rutas asociadas a la precipitacion de carbonatos y su ambiente.

Tomado y modificado de Hammes y Verstraete (2002).

Ambiente

Lago meromictico

Medio BG11

Lagunas anoxicas hipersalinas

Lagos naturales hipersalinos ricos en

sulfato

Degradacion de urea medio sintético

Amonificacion y nitrato reduccion medio

sintético

Degradacion de urea medio sintético

Mezcla de sal marina sintética

Especies

Synechococcus GL24
(Douglas & Beveridge, 1998)

Nannochloris atomus
(Yates & Robbins, 1999)

SRB aislado LVform6
(Whartman et al.,2000)

SRB inespecificas
(Wright, 1999)

Bacillus pasteurii
(Stocks-Fischer et al., 1994)

Bacillus cereous
(Castanier, 1999)

Variovorax spp y Pseudomonas

(Fujita et al., 2000)

Vibrio spp.
(Rivadeneyra et al., 1994)

Flavobacterium spp.
(Ferrer et al., 1998)

Actinobacter spp.

Rutas

Fotosintesis

Sulfato reduccion

Ciclo de nitrogeno

Rutas no especificas
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(Ferrer et al., 1998)

Ademas, se sabe que las paredes celulares y las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS por sus siglas en inglés) sirven como sitios de nucleaciéon y
precipitacion de carbonatos (Kamennaya et al., 2012; Obst et al., 2009).

Las cianobacterias presentan dos diferentes formas de capturar CO2, una a
través de la fotosintesis y el ciclo Calvin-Benson-Bassham donde el CO2 es capturado
y transformado en compuestos organicos, y la otra a través de la mineralizacion de
carbonatos. El COz2 se sintetiza para formar materia organica a través de la fotosintesis,
y el bicarbonato se convierte en CO2y OH-, el lamado mecanismo de concentracion de
COs2. El OH" se libera entonces en la solucion, aumentando el pH. La precipitacién de
carbonatos ocurre mediante un proceso de intercambio de HCO3 -/ OH" a través de la
membrana celular, dando como resultado un aumento del pH en el microambiente
alrededor de las células. El Na* y HCOs™ se transportan a las células a través de un
symporter (proteina asociada a la membrana dedicada al transporte de diferentes tipos
de moléculas); el COz entra en la pared celular a través de este symporter o por difusién
(Espie y Kandasamy, 1992).

En un proceso similar a los microorganismos fotosintéticos, las bacterias
ureoliticas afectan la concentracion del carbono inorganico disuelto y el pH de un
ambiente a través de la hidrdlisis de la urea. Por ejemplo, Sporosarcina pasteurii (Wei
et al., 2015) hidroliza urea para producir amoniaco y acido carbonico (De Muynck et
al.,2013). La hidrdlisis posterior de amoniaco aumenta el pH produciendo OH-, y la
disociacion del acido carbdnico genera bicarbonatos (Knoll, 2003). En este proceso, la
alcalinidad se incrementa a través de la hidrdlisis de la urea, por lo tanto, la reaccion
favorece la precipitacion de carbonato de calcio en presencia de calcio en solucion.

En la desnitrificacién (bajo condiciones anaerdbicas), el nitrato es utilizado por
los microorganismos para oxidar los compuestos organicos para la energia y el
crecimiento celular (Martin et al., 2013). Un numero de bacterias capaces de reducir el
nitrato, las llamadas desnitrificadoras, incluyen Alcaligenes, Bacillus, Denitro Bacillus,
Thiobacillus, Pseudomonas, Spirillum, Micrococcus y Achromobacter (Karatas, 2008).

Las bacterias desnitrificantes son tipicamente anaerobios facultativos, lo que les
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proporciona flexibilidad en su estrategia de crecimiento (Karatas, 2008). Se puede
esperar que la desnitrificacion domine donde el nitrato y el carbono organico estan
presentes y el Oz es limitado (Dejong et al., 2010). El proceso de desnitrificacion
aumenta el pH en el medio circundante al consumir H *, y produce COg, lo que favorece
la precipitacion de carbonatos. Hasta ahora, solo unos pocos estudios han investigado
la relacidon entre la desnitrificacién y la formacién de carbonato de calcio, y los cristales
observados alrededor de las células durante el proceso (Ersan et al., 2015).

La Amonificacion de los aminoacidos a través del metabolismo microbiano
produce COs3 2 y NHa. El subsecuente hidrolisis del NH3 genera OH- alrededor de la
célula y conlleva a una supersaturacion local con respecto al carbonato de calcio y
consecuentemente precipita calcita o vaterita (Gonzales-Muioz et al., 2010). Algunas
especies que son representantes de las mixobacterias como Myxococcus xanthus
actuan como un sitio de nucleacion.

Las bacterias sulfatos reductoras (BSR) reducen sulfato a sulfuro mientras oxidan
el carbono organico a bicarbonato, durante el cual el pH y el porcentaje de saturacion
se incrementa, por otra parte, las BSR pueden incrementar la concentracion local de
Ca?* a través de la degradacion del EPS de los tapetes microbianos. Con el incremento
en la concentracion de HCOzs™ vy la liberacion de Ca?* se favorece la precipitacion de
CaCO:s.

En la oxidacion anaerobia del metano este es oxidado a bicarbonato y el sulfato
es reducido a HS". En la presencia de Ca ?* se precipita carbonato de calcio y se genera

sulfuro de hidrogeno.
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Figura 1. Esquema de los distintos procesos relacionados con el ciclo de carbono y la
precipitacion de carbonatos en lagos. 1.- Fotosintesis. 2.-Precipitacion de carbonatos.
3.- Metanogénesis. 4.-Oxidacion del metano.

El MCP es un proceso frecuente y que tiene un papel importante en la
cementacion de sistemas naturales, como cuevas, suelos, sedimentos y mantos
acuiferos (Riding, 2000; Chou et al., 2011). Inspirado en su capacidad natural para
coprecipitar iones metalicos y producir COz2, se propone que el MCP sea una tecnologia
prometedora en remediacion de metales, reforzamiento del suelo y restauracién en la
construccioén (Dejong et al., 2006, Sen, 2008, Bang et al., 2010, Achal et al., 2012).

En los sistemas marinos y epicontinentales, los microorganismos fotosintéticos
son los responsables de desencadenar la precipitacion de calcita (Arp et al., 2001;

Dittrich y Obst, 2004; Plée et al., 2010), mientras que, en una amplia variedad de
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ambientes, esta precipitacion ocurre mas como resultado de la actividad de distintos
consorcios microbianos los cuales abarcan miembros tanto autotréficos como

heterotroficos (Power et al., 2011).

Como se puede observar el evento de emblanquecimiento es un fenédmeno muy
comun y ampliamente estudiado a lo largo del mundo, presentandose en distintas
localidades y sistemas, por ejemplo, el lago Ontario entre EUA y Canada, Green Lake y
lago Michigan en EUA donde se puede observar un cambio progresivo en la coloracion
del espejo de agua, descrito como verde nedn a lo largo de dos meses (Ditrrich y Obst,

2004). Recientemente este fendmeno se reportd para dos lagos tropicales ubicados en

la cuenca oriental de Puebla México, en el lago Atexcac y en el lago Preciosa (Lagunas
y Martinez, 2015) (Fig. 2).

Figura 2. A) Evento de emblanquecimiento lago Preciosa (agosto 2014) B) evento de
emblanquecimiento lago Atexcac (septiembre 2014).
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Planteamiento del problema

Hace algunos afios México poseia aproximadamente el 1% de superficie de
recursos acuaticos de la reserva mundial (Alcocer et al. 1997), sin embargo, hoy en dia
con el incremento de la poblacion, la deforestacion, la sobre extraccién de agua
subterranea y la contaminacidén es muy probable que este porcentaje se encuentra muy
por debajo del reportado. Aunado a esto, los procesos naturales, geologicos y climaticos
también han favorecido la desecacién de los lagos del pais, lo cual implica un grave
problema, ya que estos ecosistemas presentan una alta diversidad biologica y
paradojicamente, son poco conocidos en términos de la composicion especifica de sus
comunidades y de interacciones entre las diferentes poblaciones. Este desconocimiento
se hace evidente si consideramos a los organismos planctonicos de tamafio pequefio
(bacterias, fitoplancton y algunos protozoos) ya que, las técnicas empleadas para el
estudio de estos organismos generalmente son poco adecuadas, ademas de la
dificultad que implica el tratar de reproducir en el laboratorio ciertas variables

ambientales.

Los microorganismos fotosintéticos, particularmente las Cyanobacterias, son
reconocidos como los responsables de las precipitaciones masivas de carbonatos. Se
estima que las cianobacterias han contribuido a la produccién de rocas carbonatadas
durante casi el 70% de la historia de la Tierra (Altermann et al., 2006), realizando un
papel clave en la fijacion de COz2 en sistemas acuaticos epicontinentales; sin embargo,
en México a pesar de contar con reportes de eventos de precipitacion de carbonatos a
lo largo de los afos, el interés prestado por la comunidad cientifica del pais hasta el
momento es minima. Lo anterior se debe a que el emblanquecimiento no presenta una
periodicidad como ocurre en sistemas templados lo cual dificulta su estudio, aunado a
que la mayoria de los cuerpos de agua que se encuentran en buen estado dentro del

pais se localizan en localidades aledafias o de dificil acceso.
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Preguntas de investigaciéon

Dada la importancia de conocer el papel de las comunidades bacterianas en el

evento de emblanquecimiento se propusieron las siguientes preguntas:

% ¢ Cuadl es la composicion de las comunidades microbianas en las muestras de
agua superficiales (0-5 m) en los sitios de estudio?
% ¢Existen cambios significativos en la diversidad y composicion de estos

microorganismos durante el evento de emblanquecimiento?

Hipotesis

Si el evento de emblanquecimiento tiene su origen a partir de un incremento en
la densidad de organismos del picoplancton autotrofico (Cyanobacteria), como lo
reportado para sistemas templados, se espera encontrar un aumento en la proporcion
relativa de este fila microbiano durante el evento en ambos sistemas de estudio; sin
embargo se ha demostrado que la porcion heterétrofa también juega un papel
importante dentro de los ciclos biogeoquimicos en sistemas acuaticos, por lo cual no se
descarta la posible presencia de ciertos grupos heterétrofos que tengan una relacion
directa con la formacion de minerales de carbonato.

Al ser lagos ubicados en la misma zona de estudio y tener un mismo origen se
espera encontrar algunas unidades taxonémicas operativas (OTUs) en comun entre

ambos sistemas.
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Justificacion

El evento de emblanquecimiento es un fendbmeno muy estudiado en regiones
templadas, siendo los organismos del picoplancton los responsables de este, sin
embargo, los estudios realizados para sistemas tropicales son muy pocos y lo son aun
mas cuando hablamos de la composicion y estructura de las comunidades presentes en
la columna de agua durante estos eventos, aunado a esto la regidon presenta altos
indices de erosion (acelerada por incendios controlados) y abatimiento de los mantos
freaticos por la perforacion de pozos de riego, lo cual implica un grave problema que de

no ser solucionado nos puede llevar al abatimiento de estos cuerpos de agua.
Objetivo

Describir la composiciéon de los Fila mas abundantes en los lagos Atexcac y

Preciosa, antes y durante el evento de emblanquecimiento.

Area de estudio

Entre los ecosistemas acuaticos mexicanos se encuentran una serie de lagos de
origen volcanico conocidos con el nombre de Axalapascos (ollas de arena con agua).
Estos sistemas son lagos de tipo maar ubicados en la Cuenca Oriental la cual
comprende parte de los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Arredondo-Figueroa
1995). Dentro de este grupo destacan los lagos Preciosa y Atexcac, los cuales han sido
centro de diversos estudios a lo largo de los anos (Vilaclara et al., 1993). Ambos lagos
se ubican aproximadamente a 2,340 m s.n.m., presentan un régimen térmico de
monomixis calida, el cual se caracteriza por presentar un periodo de mezcla y uno de
estratificacion dentro de un ciclo anual, con una temperatura del agua que oscila entre
los 15y 22°C a lo largo del ano. La interaccion entre la latitud y altitud condiciona un
clima templado subhumedo con lluvias en verano. Presentan una precipitacion anual
inferior a 500 mm y una evaporacion anual de 600 mm, lo que genera un déficit de agua

(Adame et al., 2008).
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Lago Atexcac

El lago Atexcac se encuentra situado en las coordenadas geograficas
19°19'68.60" y 19°20'9.34" de latitud norte y 97°27'17.34" y 97°26'47.49" longitud oeste
(Google Earth 2016) (Fig. 4), en los llanos de San Juan, al norte de las montafas Las
Derrumbadas y en el extremo suroeste de la sierra de Techachalco. Es un lago tropical
atalasohalino (aguas saladas de origen no marino), el cual presenta una variacion en su
dinamica tréfica la cual va de meso-eutrofico a oligotréfico (poco productivo).
Dependiendo de la época del aiio. Tiene una salinidad de 6 + 1 g L' siendo el sodio y
el cloro los iones dominantes, un pH de 8 + 1 dependiendo de la época del afio y en
relacion a los distintos florecimientos que presenta el sistema (Macek et al., 2007,
Armienta et al., 2008, Lagunas y Martinez 2015), caracteristica similar a lo reportado
para el lago Alchichica, con florecimientos invernales de diatomeas durante la mezcla y
el florecimiento de una cianobacteria filamentosa Nodularia durante los meses de abril
y mayo (Alcocer et al. 2008, Oliva et al., 2009, Hernandez-Avilés et al., 2001).

Lago Preciosa

La Preciosa, también conocida como las Minas, se encuentra en las coordenadas
19° 22' N y 97° 23' W. Su forma es aproximadamente triangular (Fig. 3) debido a una
triple explosion freatica ocurrida en puntos muy préximos y casi simultaneos (Armienta
et al., 2008). Tiene una longitud maxima de 1.34 km, un ancho maximo de 920 m y una
profundidad de 45 m (Arredondo et al., 1983). Tiene un pH que oscila entre 8.4 £ 0.6 y
una salinidad y conductividad de 1 + 0.5 g L 'y 2,150 uS cm' respectivamente con
dominancia de sodio y magnesio sobre potasio y calcio, asi como de cloruros y

bicarbonatos sobre sulfatos y carbonatos (Vilaclara et al., 1993).
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Figura 3. Imagenes satelitales y vista de los lagos Atexcac (A 'y B) y Preciosa (C y D).
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Metodologia

Muestreo en campo

Se realizaron muestreos mensuales a lo largo del 2014 con el apoyo del
laboratorio de limnoecologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, esto con
la finalidad de encontrar el evento de emblanquecimiento en ambos sistemas.

El presente estudio fue realizado tanto antes del evento de emblanquecimiento, el cual
corresponde al mes de febrero de 2014 (mezcla) para ambos sistemas, asi como en el
emblanquecimiento durante el periodo de estratificacion; en agosto (Preciosa) y

septiembre (Atexcac).
Muestras DNA

De acuerdo con la batimetria de los lagos se ubicaron los puntos de mayor
profundidad y se establecieron estos como los sitios de muestreo. Una vez determinado
el punto de muestreo y partiendo del supuesto que el evento de emblanquecimiento es
un fendmeno superficial ocasionado por la actividad microbiana por parte de los
organismos autotroficos, se tomé una muestra de 500 mL de 1 y 5 m generando asi una
muestra compuesta de 1 L para cada sistema, las cuales se pasaron por un filtro con
una membrana de 100 um de poro y por uno de 64 um para evitar la saturacion del filtro
eliminando a los organismos de mayor tamafo. Una vez que se realizé el filtrado previo
se concentrd la muestra de DNA en filtros estériles con una membrana de 0.22 uym
marca Sterivex con ayuda de una jeringa. Los filtros se almacenaron en nitrégeno liquido
y una vez en laboratorio se almacenaron en un congelador de -20°C hasta el momento

de su extraccion.

27



Extraccion de DNA

La identificacion de la composicion microbiana se realizé mediante la extraccion
de DNA total de las muestras filtradas incubadas en buffer de extraccion (100mM Tris-
HCI, 20 mM NaCl, 100 mM EDTA) y CTAB al 10%. Posteriormente se adiciond lisozima
(80mg/mL, sigma Aldrich) durante 15 minutos a 37°C y proteinasa K (30mg/mL, sigma
Aldrich) durante 15 minutos a 55°C. Se obtuvo un sobrenadante por centrifugacion y se
extrajo una vez con fenol/cloroformo/isoamil alcohol (24:25:1) y wuna con
cloroformo/isoamil alcohol (24:1). Finalmente se dejo precipitar el DNA con isopropanol
al 100% y acetato de sodio 3M al 10% durante 20 minutos a -20°C.

Las muestras fueron centrifugadas y el pellet se lavé con etanol al 70% dejando
secar a temperatura ambiente. Con la finalidad de obtener un DNA de mayor calidad,
se utilizd el kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN, Valencia, CA), que brinda una

purificacion facil y rapida con ayuda de columnas de silice.

Amplificacion

Las muestras de DNA fueron amplificadas mediante PCR usando la region
hipervariable V4 con primers universales para bacteria y arquea 515F/806R (tabla 3)
siguiendo el procedimiento reportado por Caporaso et al., (2012). La reaccion de PCR
(25pl) constituida por 2-6 ng de DNA, 2.5ul de Takara ExTaqg PCR buffer 10x, 2ul Takara
dNTP (2.5mM), 0.7yl de albumina de suero bovino (BSA, 20 mg ml '), 1 ul de
oligonucledtidos (10 uM), 0.125 ul de Takara Ex Taq DNA Polimerasa (5 U pl -'; TaKaRa,
Shiga, Japan) y agua libre de nucleasas.

Las muestras fueron amplificadas por triplicado usando el protocolo de PCR que
incluye un proceso de desnaturalizacion a 95° C (3 min), seguido de 35 ciclos de 95° C
(30 seg), 52° C (40 seg) y 72° C (90 seg) seguida de una extension final de 72° C, 12

minutos.
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Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los iniciadores (primers) usados en la reaccion de

PCR.
Iniciador Secuencia (5- 3)
515 forward GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
806 reverse GGACTACHVGGGTWTCTAAT

Secuenciacion

El tipo de secuenciacién forma parte de la plataforma illumina Miseq y se llevo
a cabo en el Yale Center for Genome Analysis, CT, EUA. (= 20 ng por muestra). Se
obtuvieron lecturas de extremo (pair-ended) de ~250 pb. Las secuencias se traslaparon
y se unieron utilizando el programa FLASH (Mago¢ & Salzberg, 2011). Las quimeras
fueron eliminadas mediante USEARH (Edgar, 2013), y se eliminaron los singletones. La
demultiplexacion se realizé con QIIME version 1.7.0 (r=1,p=0,75,9q=3,n =0, -
min_count 0,005%). Las secuencias que no pasaron el filtro de calidad se descartaron.
Las secuencias que pasaron los filtros de calidad fueron organizadas en OTUs
(Operational Taxonomic Units) a una identidad nucleotidica igual o mayor del 97%. Las
secuencias se clasificaron en diferentes grupos taxondmicos bacterianos mediante la

base de datos GreenGenes (http:/greengenes.lbl.gov/) (Cole et al.,2007).
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Resultados

De acuerdo a la clasificacion de Lewis,(1983) estos sistemas presentan un
régimen hidrodinamico de monomixis calida, el cual se caracteriza por presentar dos
periodos; uno de mezcla que abarca los meses de diciembre a marzo (invierno
hemisférico) con una temperatura que va desde los 16 °C en la superficie a 15° C hacia
el fondo, y otro de estratificacion el cual abarca los meses restantes en donde la
temperatura depende del periodo de estratificacion (que puede ser clasificado en
estratificacion temprana, bien establecida o tardia) con una temperatura promedio de
18 £ 18.5°C con una maxima de 21.8 °C en la superficie y una minima de 15.4°C hacia
el fondo segun lo reportado en estudios anteriores (Lagunas y Martinez, 2015; Moran-
Ventura, 2016).

Estos sistemas presentan tambien una estratificacion quimica relacionada con la
estratificacion térmica en donde las concentraciones de oxigeno disuelto fluctuan entre
7 y 0 mg L. Tales condiciones generan gradientes redox a lo largo de la columna de

agua el cual tiene una influencia directa en la diversidad y composicion microbiana.

Diversidad microbiana

La diversidad microbiana encontrada en los lagos Atexcac y Preciosa es muy
variada tanto antes como durante el evento de emblanquecimiento para cada sistema.
Las curvas de acumulacién (Fig. 4) muestran que el sistema que presenta una mayor
riqueza de microorganismos es el lago Atexcac aumentando el niumero de especies
observadas durante el evento de emblanquecimiento, mientras que el lago Preciosa a
pesar de tener un menor numero de especies presenta un patrén inverso siendo la
mayor diversidad antes del evento y que se corrobora con los indices presentados en
la Tabla 4.
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Figura 4. Curvas de acumulacion de OTUs observados para los lagos A) Preciosa y B)
Atexcac tanto antes (linea roja) como durante (linea azul).

Tabla 4. indices de diversidad tanto antes como durante el evento de
emblanquecimiento para los lagos Atexcac y Preciosa.

Mezcla 156 6228 2828

- Evento blanco 163 6496 2956

Mezcla 138 5030 2485
Evento blanco 155 4507 2650

31



Composicion microbiana

Fila microbianos en el lago Preciosa

El 90 % de la diversidad de microoganismos encontrados en el lago Preciosa se
puede explicar a través de la suma de los ocho Fila mas dominantes Actinobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Verrumicrobia, Planctomicetes, Chlorobi
y Firmicutes. Durante el evento de emblanquecimiento se observa un incremento en el
porcentaje relativo de los 8 Fila dominates, a excepcion de los Fila Actinobacteria,
Firmicutes y Chlorobi los cuales reducen su porcentaje durante este evento (Fig. 5)
siendo los mas representativos Proteobacteria y Bacteroidetes. Durante el periodo de
mezcla los 3 Fila mas representativos fueron Actinobacteria, Proteobacteria y

Bacteroidetes.

Fila microbianos del lago Atexcac

Al igual que en el lago Preciosa la composicion de la comunidad microbiana de
los Fila mas representativos de Atexcac esta constiuida en un 94% por Actinobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Verrumicrobia, Planctomicetes, Chlorobi
y Firmicutes. Durante el evento de emblanquecimiento se observa un incremento de los
Fila Bacteoridetes y Actinobacteria siendo estos los mas abundantes ademas de la
reduccion de cloroplasto ( detectado por la senal de algas verdes o diatomeas). Durante
la mezcla los Fila que presentaron un mayor porcentaje fueron Proteobacteria,

Bacteroidetes, Actinobacteria y cloroplasto.
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Fila Lago La Preciosa Mezcla Fila Lago Atexcac Mezcla

: . : : uActinobacteria  mBacteroidetes  m Proteobacteria
mBacteroidetes  mProteobacteria  wActinobacteria

Planctomycetes  mVerrucomicrobia  cloroplasto u Cyanobacteria mVerrucomicrobia - Planctomycetes
u Cyanobacteria  wFirmicutes n Chlorobi mcloroplasto  mChlorobi n Firmicutes

Fila Lago La Preciosa Evento Blanco Fila Lago Atexcac Evento Blanco

aBacteroidetes  mProteobacteria  ® Actinobacteria nActinobacteria mBacteroidetes  m Proteobacteria
Planctomycetes mVerrucomicrobia m cloroplasto » Cyanobacteria - mVerrucomicrobia » Planctomycetes
» Cyanobacteria  mFirmicutes  w Chlorobi mcloroplasto ~ mChlorobi n Firmicutes

Figura 5. Fila dominantes en los Lagos Atexcac y La Preciosa.
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Filum Proteobacteria

El Filum Proteobacteria es un grupo de bacterias Gram negativas de gran
importancia ya que son muy diversas y abundantes en todos los ecosistemas. Son
relevantes en la agricultura, la industria y son médicamente relevantes convirtiéndose
en uno de los Fila mas estudiados.

Ambos lagos presentan una variacion en cuanto a la composicion y abundancia
de las distintas clases que conforman al Filum, misma que se relaciona directamente
con el tipo de sistema y sus caracteristicas limnologicas, asi como el momento de
muestreo, encontrando un total de 5 clases entre los dos lagos: Alfaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y Epsilonbacteria (Fig.
6). La clase Gammaproteobacteria se presenta exclusivamente en el lago Preciosa tanto
en la mezcla como en el evento blanco y es la mas dominante para ambos meses de
muestreo. En el caso del lago Atexcac se presenta la clase Epsilonbacteria que al igual
que Gammaproteobacteria es la mas abundante para ambos eventos; para ambos sitios

de estudio la clase Deltaproteobacteria fue la que presenté una menor dominancia.

Filum Actinobacteria

El Filum Actinobacteria es un Filum comun y abundante en lagos, de hecho, es
el Filum mas dominante numéricamente en lagos donde contribuyen con
aproximadamente un 50% del total de bacterias presentes en estos sistemas, en las
capas superficiales (epilimnion), ya que su abundancia disminuye conforme disminuye
la concentracion de oxigeno en la columna de agua (Newton et al., 2011).

Entre los dos sistemas de estudio observamos la presencia de tres clases:
Actinobacteria, Nitriliruptoria y Acidimicrobiia. Para Preciosa la clase con mayor
proporcion fue Actinobacteria reportando su mayor porcentaje durante el perdié de
mezcla disminuyendo durante el evento de emblanquecimiento al igual que
Acidimicrobiia. Atexcac presento un patron inverso al observado en Preciosa donde las
3 clases incrementan su proporcién durante el evento, siendo las mas abundantes
Actinobacteria y Nitriliruptoria, la cual presento un porcentaje tan bajo durante la mezcla

en el lago Preciosa que podria pasar desapercibida (Fig. 6).
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Filum Bacteroidetes

El Filum Bacteroidetes, antes conocido como el Filum de Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides (CFB), exhibe una enorme diversidad fenotipica vy
metabdlica. Los miembros de este Filum se encuentran en distintos tipos de ambiente
desde suelo, ambientes acuaticos, o como simbiontes de plantas, de animales o seres
humanos. Este Filum fue uno de los mas abundantes en los sitios de estudio y esta
constituido por las clases: Rhodothermi, Saprospirae, Sphingobacteriia, Flavobacteriia
y Cytophagia (Fig. 6). La proporcion de estas clases fue muy diferente entre los dos
sistemas. En el lago Preciosa se puede apreciar de mejor manera las diferencias en las
proporciones de estas cinco clases, siendo Sphingobacteriia la mas dominante en los
dos muestreos aumentando durante el evento de emblanquecimiento junto con
Saprospirae y Cytophagia. En el lago Atexcac se pude observar un mayor porcentaje
constituido por las clases Rhodothermi y Flavobacteria las cuales aumentan su

porcentaje durante junto con las otras dos clases durante el evento.

35



0. Proteobacteria
m Alphaproteobacteria b Betaproteobacteria
3 1 O Gammaproteobacteria  ODeltaproteobacteria
30 1 OEpsilonproteobacteria
25 -
g
S 20
[/
# 15 4
10
5 i
U N | | |
Mezcla E. Blanco Mezcla E. Blanco
L. La Preciosa L. Atexcac
Actinobacteria Bacteroidetes
; . .o . e " m Rhodothermi u Flavobacteriia
4y - BActinobacteria nNitriliruptoria DAdemiobua 40 0 Saprospirae 0 Cytophagia
% | 35 O Sphingobacteriia
30 4 30
o 25 1 o 25
220 320
v 1
* 15 1 * 15 -
10 1 10 1
5 - 5 -J
; . -
Mezcl
ezcla E. Blanco Mezcla E. Blanco Mezcla E Blanco Mezcla E. Blanco
L. LaPreciosa L. Atexcac L. La Preciosa L. Atexcac
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Filum Planctomycetes

El Filum Planctomycetes el cual es uno de los Fila menos representativos de
los sistemas (con una proporcion relativa menor al 10%) (Fig. 7), fue conformado
por la presencia de dos clases: Phycisphaerae y Planctomycetia. Ambas clases
estuvieron presentes en ambos sistemas con diferencias en su proporcién siendo
las mas dominantes Phycisphaerae durante el evento blanco en el lago La Preciosa
y Planctomycetia en le mezcla. En Atexcac Phycisphaerae fue las mas dominante
tanto en el periodo de mezcla como durante el evento, sin embargo, contrario a lo
observado en Preciosa el porcentaje de estas dos clases disminuye durante el

evento de emblanquecimiento.

Filum Verrucomicrobia

El Filum Verrucomicrobia fue constituido por las clases Pedosphaerae,
Opitutae, Verrucomicrobiae y Spartobacteria. Encontrandose las tres primeras en
ambos sistemas de estudio y la ultima solo en el lago Atexcac. Durante el evento de
emblanquecimiento en Preciosa se observo un incremento en el porcentaje relativo
de las tres clases presentes en el sistema, siendo la mas abundante Pedosphaerae.
(Fig. 7). En el caso de Preciosa la clase con mayor porcentaje fue Opitutae tanto en
la mezcla como en el evento seguida de la clase Spartobacteria la cual presento un
ligero aumento. La clase Verrumicrobiae solo se presentd durante el evento de

emblanquecimiento.
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Filum Firmicutes

El Filum Firmicutes se constituy6 por las clases de Erysipelotrichi, Bacilli y
Clostridia. Estas clases presentaron su mayor abundancia en el lago Preciosa en
comparacion con Atexcac, especificamente Erysipelotrichi la cual presenté su
mayor abundancia durante la mezcla; durante el evento blanco se observd un
aumento de Bacilliy un marcado decremento en la proporcion de Erysipelotrichi. En
el caso de Atexcac se presentaron todas las clases, pero en proporciones por
debajo del 1% encontrando la mayor abundancia de Bacilli y Clostridia durante el

periodo de mezcla (Fig. 7).

Filum Chlorobi

Este Filum solo registro la clase OPB56 con una mayor abundancia en el lago
Preciosa durante el periodo de mezcla, mientras que para Atexcac se observo un
ligero aumento en su proporcion durante el evento blanco, que no supera el 0.5%
(Fig. 7).
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Filum Cyanobacteria y productores primarios eucariontes determinados por

senal del cloroplasto.

A pesar de no ser uno de los Fila mas representativos en los sistemas de
estudio El Filum Cyanobacteria estuvo constituido unicamente por la clase
Synechococcophycideae (Fig. 8), presentandose tanto en el periodo de mezcla
como en el evento y aumentando su proporcion en ambos lagos durante mismo.
Con la finalidad de no generar una sobreestimacién de este Fila, se separ¢ la sefial
de cloroplasto de esta misma. Los cloroplastos presentes en este estudio
probablemente se relacionen con la presencia de algun florecimiento de algas
verdes dentro de los sistemas. En ambos casos, estos productores primarios

eucariontes aumentaron su abundancia el evento blanco.
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Figura 8. Grafica de composicién relativa de Cyanobacteria y Cloroplasto para el
lago Atexcac y Preciosa durante la mezcla y evento blanco.
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Abundancia relativa de los 6rdenes de Cyanobacteria.

En este estudio relacionado con la diversidad microbiana superficial en los
lagos Atexcac y Preciosa tanto antes como durante el evento de emblanquecimiento
se identificd la presencia de dos 6rdenes de Cyanobacterias dentro de la clase
Synechococcophycidae los cuales fueron Synechococcales y Pseudanabaenales
(Fig. 9). Ambos ordenes presentes en los dos sistemas de estudio mostraron un
incremento durante el evento de emblanquecimiento a excepcién del orden
Pseudanabaenales el cual disminuyo su porcentaje en el lago Atexcac durante el
evento. El orden Synechococcales fue el mas abundante tanto antes como durante
el evento en los dos sistemas de estudio, mientras que el orden Pseudanabaenales
a pesar de presentar un incremento durante el evento en el lago Preciosa, disminuye

su proporcion durante este en Atexcac.
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Figura 9. Porcentaje relativo de abundancia de los érdenes de Cyanobacteria
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Géneros representativos

Los géneros que presentaron una mayor abundancia durante la mezcla en el
lago Atexcac fueron Acholeplasma, KSA1l, Pseudoalteromonas y Alteromonas
mientras que durante el evento blanco la mayoria de los géneros presentes en el
sistema aumentaron su proporcién, siendo los mas dominantes Synechococcus, C.
Aquiluna, HTCC, Opitutus, Rhodobacter, Pseudomonas y C. Xiphinematobacter; de
todos los géneros en el sistema solo uno se presentd exclusivamente durante el

evento blanco y fue Verrumicrobium (Fig. 10).
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Figura 10. Gréafica de géneros dominantes presentes en la mezcla y durante el
evento blanco en el lago Atexcac.
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fueron Pseudomonas, Fluviicola, y Opitutus mientras que durante el evento blanco

En el caso del lago Preciosa los organismos mas abundantes durante mezcla

se observa un patrén similar al descrito para Atexcac donde los géneros presentes
tienden a aumentar su proporcion (a excepcion de los antes mencionados que solo
son dominantes durante el periodo de mezcla) y que son: Rhodobacter,
Synechococcus, HTCC, Azihydromonas y Pseudoalteromonas. Cabe mencionar
que existen ciertos géneros que solo se presentaron durante el evento blanco para
este sistema como Roseococcus, Sphingomonas y Prosthecobacter (Fig. 11),
mientras que Rhodobacter fue el género con mayor porcentaje durante el evento de

emblanquecimiento.
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Figura 11. Grafica de géneros dominantes presentes en la mezcla y durante el
evento blanco en el lago Preciosa.

43



Tanto el periodo de mezcla como durante el evento de emblanquecimiento
se reporto la presencia constante de nueve géneros en ambos sistemas de estudio
(Fig. 12 y 13). Durante la mezcla se reporté un total de 14 géneros para ambos
lagos, observandose la presencia de géneros cuya presencia fue exclusiva de cada
sistema (Fig. 12). En el evento de emblanquecimiento el numero de géneros
representativos aumento en ambos lagos, en Atexcac se encontro un total de 15
geéneros debido a la aparicion de Verrucomicrobium, mientras que en Preciosa se
reportd un total de 17 géneros debido a la aparicién de 3 géneros: Prosthecobacter,

Sphingomonas y Roseococcus (Fig. 13).

Figura 12. Diagrama de géneros de los lagos Preciosa y Atexcac durante la

Mezcla.
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Figura 13. Diagrama de géneros de los lagos Preciosa y Atexcac durante el evento
de emblanquecimiento

Discusion

Hidrodinamica y su relacién con la composicién microbiana

Los sistemas de estudio presentan un régimen de monomixis calida (Lewis,
1983), caracterizado por un periodo de mezcla (diciembre-marzo) y uno de
estratificacion (marzo-noviembre). Este tipo de dinamica es comun en lagos
tropicales y se caracteriza por no exhibir una disminucion de la temperatura por
debajo de los 4°C durante el invierno hemisférico (Wetzel, 2001). De acuerdo con
estos datos los muestreos de los sitios de estudio (Atexcac y Preciosa) se realizaron
durante el periodo de mezcla y estratificacion del afio 2014. Cada una de estas
etapas hidrodinamicas que constituyen a los sistemas se caracteriza por presentar
condiciones fisicas (temperatura, movimiento de las masas de agua, luz,

precipitacion pluvial) y quimicas (nutrientes) cuya diferencia determina la
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composicidon, abundancia y sucesion de distintas especies microbianas (Talling y
Lemonalle, 1998; Reynolds, 2006); de acuerdo con esta informacion es muy
probable que la variacion en cuanto a la abundancia y composicioén de los distintos
Fila reportados en ambos sitios de estudio tenga una relacion directa con el
comportamiento hidrodinamico como resultado de la variacion de nutrientes
provocado por la presencia de distintos grupos algales, por lo tanto la composicion
microbiana depende directamente de la época de muestreo; sin embargo, es
importante considerar la naturaleza propia de los organismos: las interacciones
bidticas entre estos, la respuesta a fluctuaciones (tolerancia), y los requerimientos
fisiolégicos (Wetzel, 2001; Wehr y Sheath, 2003).

Como resultado de la variacién de los parametros fisicos y quimicos a lo largo
del afio se reportan distintos florecimientos algales (Oliva et al., 2001; Hernandez-
Morales et al., 2011; Macek et al., 2009). La Preciosa presenta un florecimiento
invernal de diatomeas, el cual esta influenciado por la disponibilidad de nutrientes
durante la circulacién. Sin embargo, no exhibe el tipico florecimiento primaveral de
Cyanobacterias, que se ha observado en otros sistemas al iniciar la estratificacion
(Oliva et al., 2001; Chale et al., 2004 en Ndebele-Murisa et al., 2010; Hernandez-
Morales et al., 2011), sino una considerable abundancia de clorofitas; rasgo
caracteristico en lagos templados durante esta etapa (Lewis, 1978; Oliver y Ganf,
2000; citados en Vazquez et al., 2005). La dominancia de algas verdes continua
durante todo el periodo de estratificacion (aunque en menor abundancia) y no se
limita a la temporada de verano, donde su abundancia es comun, tanto en lagos
templados (Wehr y Sheath, 2003), como en tropicales (Oliva et al., 2001;

Hernandez-Morales et al., 2011).

En el caso de Atexcac este presentd un comportamiento similar al observado
en el lago Alchichica con un florecimiento invernal de diatomeas en invierno seguido
de un florecimiento de Nodularia spumigena al comienzo de la estratificacion
(Adame et al., 2008; Alcocer et al., 2014). Con el decaimiento del florecimiento de

Nodularia la disponibilidad de nutrientes en la superficie del lago es minima, es
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entonces cuando aparece el picoplancton, el cual por su reducido tamano presenta
una mayor proporcion superficie-volumen que les permite maximizar la absorcion
de nutrientes aprovechandolos de manera eficiente (Macek et al.,2009).

Se ha demostrado que picos en la concentracion de calcita durante eventos
de emblanquecimiento en sistemas oligotroficos se pueden explicar a partir de la
actividad Cyanobacterias, en especifico de ciertos grupos del picoplancton
(Thompson et al.,1997; Dittrich y Obst, 2004, Dittrich et al.,2004), los cuales son un
componente ubicuo de los sistemas acuaticos epicontinentales (Dittrich, 2004), sin
embargo y con base en los resultados obtenidos podemos observar que el Filum
Cyanobacteria es uno de los menos representativos (Fig. 5) con un porcentaje
menor del 3,5 % (Fig.8). A pesar de que este Filum fue uno de los que presento una
menor proporcion, a nivel de género observamos que durante el evento de
emblanquecimiento Synechococcus mostré una mayor abundancia relativa durante
el evento de emblanquecimiento aumentando su proporcion casi un 50% en Atexcac
en comparacién con los otros géneros presentes durante el evento. Reportes
previos indican a aparicién del evento del emblanquecimiento, justo después del

decaimiento del florecimiento de Nodularia (Lagunas y Martinez, 2015).

Principales grupos taxonémicos y su relacion con la precipitacion de

carbonatos.

Durante el periodo de estudio la comunidad microbiana de los sistemas de
estudio estuvo dominada por el dominio Bacteria, encontrando un total de 9 Fila
(incluidos los cloroplastos), siendo los mas dominantes los Fila Actinobacteria,
Bacteroidetes y Proteobacteria presentando variacion en cuanto composicion vy

abundancia entre la mezcla y el evento blanco.

El Filum Proteobacteria es un grupo de bacterias Gram- negativas que se
encuentran distribuidas en una amplia gama de habitats. Este Filum contiene 6
clases; las alfa-, beta-, delta-, gamma-, epsilon- y zetaproteobacteria. De estas

clases las mas abundantes en sistemas epicontinentales y marinos son: alfa, beta
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y gamma. La clase Alfaproteobacteria, de la cual se cree que las mitocondrias se
originaron (Andersson et al., 1998), son ecoldégicamente importantes y son
conocidas por la fijacion de nitrégeno en asociacion con plantas leguminosas
(Kersters et al., 2006). Las Alfaproteobacteria son ubicuas de sistemas acuaticos
oligotroficos donde su pequefio tamafio junto con su eficiente pero lenta absorcion
de nutrientes las hace una de las clases con mayor abundancia (Morris et al., 2002;
Logares et al., 2009; Salcher et al.,2011). Al igual que las Alfaproteobacteria, las
Gammaproteobacterias y Betaproteobacterias son otras de las clases con mayor
presencia en sistemas acuaticos (Biers et al., 2009). Estas clases pertenecientes al
Filum Proteobacteria parecen tener un estilo de vida oportunista, exhibiendo tasas
de crecimiento rapido en respuesta a los pulsos de nutrientes (Simek et al., 2008),
siendo una de las mas dominantes en cuerpos de agua, este tipo de
comportamiento explicaria por qué la mayor concentracion de organismos
pertenecientes a este Filum se registraron durante el periodo de mezcla en ambos
sistemas, periodo en el que existe una homogenizacion y remineralizacion de
nutrientes a lo largo de toda la columna de agua, favoreciendo la absorcién de

nutrientes y el desarrollo de distintos florecimientos microbianos.

De todas las clases de Proteobacteria la que presento una menor proporcion
fue Deltaproteobacteria coincidiendo con lo reportado por Simek y colaboradores
(2008), a pesar de no ser tan abundantes dentro de sus miembros encontramos a
los que se alimentan de bacterias Gram negativas (Bdellvibrionales), asi como
bacterias anaerobias reductoras de azufre. Entre las distintas clases que conforman
Proteobacteria podemos encontrar miembros fototroficos que utilizan
proteorodopsinas ya sea en Alfa (Rhodobacter), Beta-(Rhodoferax), vy
Gammaproteobacteria (Chromatiales) (Kersters et al., 2006). La proteorodopsina es
una proteina fotoactiva que usa una forma determinada de la vitamina A como un
cromoforo para la recepcidon de la luz permitiéndole a la bacteria vivir normalmente
junto con particulas organicas de las cuales se alimenta, pero una vez acabado el
alimento su mecanismo de fotorecepcion le ayuda a sobrevivir en ambientes donde

existen pocos recursos, como es el caso del lago Preciosa en donde Rhodobacter
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fue el género mas abundante durante el evento de emblanquecimiento, en el que

probablemente tenga un papel importante.

El Filum Actinobacteria es uno de los mas importantes ya que esta presente
en una gran variedad de habitats que van desde suelos hasta ecosistemas marinos
y epicontinentales. Anteriormente se pensaba que eran bacterias exclusivas de
suelo (Goodfellow y Williams, 1983), pero con el tiempo se descubrié que se
encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo, mostrando que las cepas
marinas y epicontinentales eran diferentes de las encontradas en suelo (Rappé et
al., 1999; Newton et al., 2011). Por otra parte, a menudo son los organismos
numéricamente mas abundantes en los lagos, llegando a representar hasta el 63%
de la biomasa atribuida al bacterioplancton (Gléckner et al., 2000), comportamiento
opuesto al presentado en los sistemas de estudio donde la mayor abundancia de
este Filum solo se presentd en el periodo de mezcla en el lago Preciosa y durante
el evento de emblanquecimiento en Atexcac. Las Actinobacteria de agua dulce se
han dividido en nueve linajes que representan 32 tribus (Newton et al., 2011), las
cuales cuentan con un gran numero de adaptaciones las cuales van desde tener un
alto contenido de GC (~51 al 70%) (Ventura et al., 2007), el cual se ha sugerido
como un mecanismo de proteccion contra los rayos UV (Warnecke et al., 2005)
permitiéndoles sobrevivir en los primeros 5 m de la columna de agua, siendo asi
uno de los microorganismos mas abundantes en los primeros metros de la columna
de agua y que se pude corroborar en la Fig.5 . Sin embargo, un estudio de Ghai et
al., (2011), indicé que el clado dominante numéricamente (entre otros linajes),
puede tener un contenido de GC tan bajo como 37%. El descubrimiento de que las
Actinobacteria poseen proteinas de captura de luz similares a las proteorodopsinas,
denominadas actinorodopsinas, sugiere que algunos miembros de Actinobacteria
pueden llevar a cabo un estilo de vida fotoheterotrofico en la superficie de los
sistemas acuaticos (Sharma et al., 2008) similar a lo que ocurre con algunos

miembros de Proteobacteria.
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Los Bacteroidetes son un Filo metabdlicamente diverso que contiene tanto
quimiorganaotrofos como fototrofos (Gémez-Consarnau et al., 2007; Gonzalez et al.,
2008). Se sabe que los organismos dentro de este grupo son capaces de degradar
la materia organica disuelta de alto peso molecular, como la quitina y la celulosa,
esto es realmente importante debido a que el aprovechamiento de carbono organico
disuelto es el primer paso en el circuito microbiano para la mineralizacion de la
productividad primaria de los sistemas acuaticos (Schweitzer et al., 2001;
Bockelmann et al., 2000). Cabe destacar que la degradacion bacteriana de
compuestos organicos genera CO2 como producto secundario. EI CO2 en el medio
acuoso reacciona con los carbonatos provocando su disociacidon y de esta reaccion
se genera un incremento en la alcalinidad y consecuentemente un descenso en el
pH.

Se ha reportado que durante los periodos de floracién de Cyanobacterias el
Filum mas abundante son los Bacteroidetes donde representaron casi el 90% de la
comunidad heterotréfica (Eiler y Bertilsson, 2004) caracteristica que no se cumple
en nuestros sistemas de estudio, sin embargo, la mayor abundancia de este Filum
fue durante el evento de emblanquecimiento en Atexcac en donde se ha observo
una mayor abundancia de Cyanobacterias del género Synechococcus
encontrandose una posible relacién entre estos dos grupos. Por lo regular miembros
del Filum Bacteroidetes se encuentran asociados a particulas, siendo uno de los
grupos mas numerosos junto con Proteobacteria y Actinobacteria (Nold y Zwart,
1998, Lemarchand et al., 2006) (Fig.5)

La mayoria de las unidades taxondémicas dentro de los nueve Filum
reportados no pudieron ser asignados a nivel de género (Fig. 10 y 11), el hecho de
que no se lograra una relacion a nivel de género es indicativo de la gran diversidad

microbiana presente en los sistemas de estudio.
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La salinidad como factor determinante de la diversidad.

Ambos sistemas de estudio presentaron diferencias en cuanto a la
composicion, abundancia y estructura de microorganismos presentes tanto antes
como durante el evento blanco, asi como entre sistemas teniendo en comun que
durante el evento blanco la cantidad de organismos no asignados aumento, estas
diferencias pueden estar relacionadas directamente con las caracteristicas
fisicoquimicas de cada sistema (Tabla 5), ya que, a pesar de ser sistemas que
presentan un mismo origen presentan diferencias en cuanto a ciertos parametros,
siendo la salinidad uno de los parametros determinantes en la composicion de la
comunidad microbiana.

Se ha reportado que con el incremento en salinidad la diversidad metabdlica
y de especies disminuye drasticamente (Benllock et al., 2012), generando una
barrera ambiental para las comunidades microbianas. De la misma forma Lozupone
y Knight (2007) estudiaron la diversidad de bacterias en ambientes salinos y no
salinos, demostrando que la concentraciéon de sales es el factor que mas influye en
la composicidn de la comunidad. Por otra parte, existen diversos trabajos en los que
se afirma que distintos grupos microbianos son numéricamente mas dominantes en
algunos habitats salinos, siendo los mas representativos aquellos pertenecientes a
los Fila Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes (Mouné et al., 2003; Dong vy et
al., 2006; Mesbah et al., 2007; Hollister et al., 2010). En el lago Atexcac podemos
apreciar un fenédmeno similar donde la mayor proporcion de microorganismos se
asocia al Filum Proteobacteria y Bacteroidetes durante el periodo de mezcla,
ademas durante este mismo periodo observamos un incremento en el porcentaje
relativo del Filum Firmicutes en Preciosa que podria estar directamente relacionado
con el periodo de mezcla , debido a que por un periodo de tiempo hay recirculaciéon
de nutrientes en la columna de agua lo que favorece el desarrollo de distintos grupos

microbianos.
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Tabla 5. Caracteristicas fisicas y quimicas del lago Atexcac y Preciosa

PARAMETRO PRECIOSA ATEXCAC
Area (Km?) 0.78 0.3
Volumen (m?3 x108) 16.2 6.1
Profundidad maxima (m) 45 30
pH 8.6 8.4
Salinidad (g/L) 1-2 6-7
lones Bic - Mg Cl - Na

Un escenario que explicaria el fendbmeno de emblanquecimiento en los sitios
de estudio como un proceso inorganico se basa en la fuente de calcio que podria
detonar la precipitacion. El radio de evaporacidn-precipitacién que domina en la
region donde se situa los lagos favorece la concentracion de sales mientras que la
fuente de calcio en estos lagos podria ser principalmente el manto acuifero. El nivel
de agua de los lagos de esta region se mantiene principalmente por influjos del
manto acuifero (Alcocer et al., 2005), de acuerdo con la sedimentologia del lago
Atexcac (Carrasco-Nunez et al., 2007), el agua proveniente del manto acuifero
podria contener una alta cantidad de calcio. Dado que el fendmeno de
emblanquecimiento ocurrié en plena temporada de lluvias, un flujo importante de

agua del manto acuifero es muy probable.

Realizar estudios mas finos apuntando al metabolismo bacteriano y el
analisis de particulas durante el fendmeno de emblanquecimiento podrian revelar
nuevas claves para el entendimiento completo de este proceso, entendiendo de una
mejor manera las relaciones funcionales entre los distintos grupos microbianos y las
variables limnolégicas, corroborando la importancia de este tipo de ambientes para

el estudio de la comunidad microbiana y su relacidén con los ciclos biogeoquimicos.
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Conclusiones

Durante los meses de muestreo la comunidad microbiana de los sistemas de
estudio lago Atexcac y Preciosa, estuvo constituida en mayor proporcion por los Fila
Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria.

Se presentaron cambios en la composicion y abundancia de los distintos Fila
presentes entre los sistemas de estudio, asi como entre la época en la que se llevo
a cabo el muestreo, demostrando que a pesar de ser sistemas que presentan un
mismo origen, la composicion microbiana especifica de cada lago responde
directamente a los factores fisco- quimicos y asociados a los eventos de mezcla y
estratificacion.

Durante el evento de emblanquecimiento en el lago Atexcac se observd un
incremento en la abundancia relativa de organismos pertenecientes al Filum
Cyanobacteria en especifico del género Synechococcus llegando a duplicar su
abundancia en mas de un 50% en comparacion con la mezcla, esto es indicativo de
que la parte autotrofica juega un papel importante dentro de la precipitacion de
carbonatos en Atexcac, sin embargo, en Preciosa a pesar de que se observo un
incremento en la proporcion de este género durante el evento, la mayor abundancia
relativa pertenece a organismos del Filum Proteobacteria, lo cual hace pensar que
la dinamica por la cual se genera este tipo de eventos tiene una relacién directa con
la parte heterétrofa de la comunidad microbiana o es el resultado conjunto de la
interaccion de distintas rutas metabdlicas las cuales tienen como punto final la
formacion de minerales de Carbonato.

Distintas hipétesis se han planteado a lo largo del tiempo con la finalidad de
responder como es que se lleva a cabo este tipo de eventos y cuales son los factores
principales que los desencadenan, sin embargo, con los datos presentados durante
el desarrollo de este trabajo solo logré comprender un poco de la basta diversidad
de microorganismos presentes en los lagos de estudio, recalcando la importancia
de realizar estudios mas finos que ayuden a entender los procesos involucrados
durante la precipitacion de carbonatos, y mas importante aun, que permita generar

el conocimiento para la proteccidén de estos cuerpos de agua.
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Perspectivas

Aunque es evidente que el avance en técnicas moleculares permite obtener
una gran cantidad de informacion sobre las comunidades microbianas de ambientes
naturales, considero importante continuar con el desarrollo de nuevas técnicas de
aislamiento y de estrategias de enriquecimiento, que favorezcan la recuperacion en
cultivo de microorganismos de ambientes naturales para generar mas informacién
sobre su fisiologia, ecologia y evolucion.

Estudios futuros, también podrian incluir un estudio metagendémico y la
evaluacion de la actividad microbiana, para determinar cual es la funcién de los
microorganismos en su habitat y como sus actividades contribuyen en los ciclos
biogeoquimicos.

Por otra parte, se podria continuar con la exploracion de los mecanismos
bidticos y abidticos que contribuyen con la variacion de las comunidades
microbianas en estos sistemas, es decir contar con la informacién y analisis
necesarios para poder interpretar de mejor manera si este tipo de eventos
(emblanquecimientos) estan relacionados de manera directa con alguna variable
ambiental, fisicoquimica o bioldgica.

Resulta fundamental cuantificar los flujos de C en los lagos de estudio a
través de distintas mediciones de tasas fotosintéticas, respiratorias y de
precipitacion de minerales carbonatados al igual que la tasa de exportacion de la
materia organica, con la finalidad de obtener una mejor comprension del proceso de
mineralizacién dentro de estos sistemas acuaticos. Esto es fundamental para

conocer el balance de C de estos lagos.
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