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1. Resumen

Los microbialitos, estructuras organo-sedimentarias, constituyen
microecosistemas ideales para el estudio de la precipitacion de biominerales, donde
se desarrollan comunidades microbianas diversas. Los fotoautétrofos,
principalmente diatomeas y cianobacterias aportan altas cantidades de material
extracelular, que soporta la existencia de organismos heterétrofos y promueven la
precipitacion mineral. El estudio de los microbialitos es de importancia para la
investigacion cientifica en evolucidén, exobiologia, microbiologia de ambientes

extremos y en la exploracion de nuevos sumideros de carbono.

Se colectaron microbialitos y muestras de agua de tres lagos maar: La Preciosa,
Atexcac y Alchichica, Puebla. Se realizaron analisis quimicos como pH, alcalinidad,
conductividad, formas inorganicas de nitrégeno, fosforo y silicatos. De los
microbialitos se aislaron, limpiaron e identificaron diatomeas hasta el taxon posible
con microscopio optico y electronico de barrido. De la matriz extracelular de estas
estructuras, fueron aislados polimeros mayores a 8 KDa, y se caracterizaron los

grupos funcionales con espectroscopia de infrarrojo FTIR.

Se encontraron diferencias significativas en el pH, alcalinidad por carbonatos,
conductividad y silicatos; mientras no se registraron en el nitrégeno y fésforo entre
los lagos. Se determinaron 18 géneros de diatomeas en los microbialitos. La
Preciosa presentd la mayor riqueza de morfoespecies 23, 15 fueron determinadas
a nivel especifico. En Atexcac y Alchichica se identificaron 9 y 10 especies
respectivamente. En el infrarrojo se encontraron aminas primarias y secundarias,

hidroxilos, carbonilos y compuestos de silicio.

La riqueza de diatomeas dependid de las diferencias en salinidad y alcalinidad
por carbonatos entre los lagos, encontrando la mayor riqueza en el lago subsalino
y menos alcalino La Preciosa, seguido de Alchichica que es el ambiente mas
hiposalino y alcalino. En los espectros de infrarrojo se reconocieron grupos
funcionales relacionados con la precipitacién mineral en la matriz extracelular de los

microbialitos en los lagos.




2. Introduccion

La biomineralizacion es el proceso por el que algunos organismos vivos forman
fases minerales. Tal condicion puede ser dividida en dos tipos: la primera es
definida como “biomineralizacion controlada” donde la actividad celular conduce
directamente a la nucleacion, desarrollo y emplazamiento final de un mineral, que
cumple con alguna ventaja bioldgica, formando un esqueleto externo o interno en el
caso de animales como moluscos, equinodermos y mamiferos; y talos en especies
vegetales como las algas calcareas. La segunda forma es denominada
“biomineralizacion inducida” en la que se dan productos minerales incidentalmente
a través de las interacciones de los organismos y su ambiente (Konhauser y Riding,
2012; Dupraz et al., 2009). Dentro de esta distincion de tipo de precipitacion, se
encuentra aquella en la que se da una mineralizacion por actividades metabdlicas
microbianas, incluyendo la fotosintesis, ureolisis, nitrificacion, amonificacién,

sulfato-reduccion y la oxidacién del metano (Zhu y Dittrich, 2016).

Recientemente, Dupraz et al. (2009) introdujeron el término “biomineralizacion
influenciada”, para referirse a la mineralizacion condicionada por una matriz
organica, producida por organismos vivos, pero donde no requiere necesariamente
la presencia de éstos; la composicion y morfologia del mineral es afectada por las

interacciones ambientales y la estructura de la matriz organica.

Los minerales productos de una biomineralizacion poseen caracteristicas
morfolégicas distintivas a las que tienen los minerales precipitados no
bioldgicamente. Suele denominarse biosignaturas a aquellos patrones moleculares
o estructurales en un mineral y que fueron fabricados por actividades bidticas y no
por dinamicas abidticas (Ohmoto et al., 2008), como restos de compuestos
bioquimicos como el ADN o a&acidos grasos, isdtopos o la morfologia de

microcristales (Preston et al., 2014).

Las bacterias contribuyen de manera importante en la formacion de
biominerales. Estas pueden crear sus propios sustratos bioldgicos y geoldgicos; tal
habilidad aparecié desde el principio de la historia en el planeta. Asimismo,

participan en la formacion de fases minerales de carbonatos, silicatos, fosfatos,———




sulfatos, sulfuros e incluso metales; y por ello intervienen en los ciclos
biogeoquimicos del Carbono, Calcio, Hierro, Magnesio, Manganeso, Fésforo,
Azufre y Silicio. La precipitacion microbiana se observa en una gran variedad de
macro y micro ambientes, desde el mar profundo hasta ambientes terrestres
(Konhauser & Riding, 2012).

Es sin duda la precipitaciéon de carbonatos quien ha llamado la atenciéon en
particular; puesto que suelen presentarse micro-particulas precipitadas en la
columna de agua, fendmeno conocido como evento de emblanquecimiento (whiting
event) asociado a organismos fotoautétrofos, que le da una consistencia lechosa a
todo el cuerpo de agua (Zhu y Dittrich, 2016); hasta macro-depdsitos bentdnicos
calcareos precipitados por la interaccibn de un consorcio complejo de
microorganismos embebidos en una matriz organica extracelular (tapete

microbiano), particulas de sedimento y su ambiente (Gerdes, 2010).

A los depdsitos minerales productos de una biomineralizacion inducida y/o
influenciada por las actividades metabdlicas de una comunidad microbiana se le
denomina microbialito. Basados en sus caracteristicas macroscopicas pueden
clasificarse en tres categorias: estromatolitos, si muestran una acumulacién
laminada; trombolitos, si tienen una forma de crecimiento irregular y; leiolitos, si se
desarrollan sin una forma diferenciada (Dupraz et al., 2009). Sin embargo, a menudo
el término estromatolito suele emplearse en las estructuras fosiles preservadas en
los estratos de los eones Archeano y Proterozoico; y habitualmente “estromatolitos
modernos” a las estructuras vivientes, sin diferenciar la forma de crecimiento (Bosak
et al., 2013). En este trabajo se empleara el término “microbialitos modernos” para

referirse al objeto de estudio y estromatolitos a la evidencia fosil.

Los estromatolitos aparecieron en el océano desde el Precambrico, hace 3400
millones de afios aproximadamente. Se asocia a los estromatolitos con la evolucion
de la atmdsfera oxidante que se conoce actualmente, la hidrésfera porque fue en
ellos donde aparecieron los primeros organismos fotosintéticos (las cianobacterias),
quienes realizaron la captura del bioxido de carbono abundante y la liberacién del

oxigeno gaseoso que moldearon las caracteristicas de la bidsfera. Fue también
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dentro de los estromatolitos donde se dieron las interacciones de endosimbiosis que
resultaron en la aparicion de los eucariontes (Lépez-Garcia et al., 2017). Asi el
estudio de los microbialitos modernos es la forma mas proxima de comprender a los

estromatolitos, y por consiguiente, la historia de la tierra (Chagas et al., 2016).

Los microbialitos modernos son estructuras minerales formadas a partir de
condiciones bidticas y abidticas. Suelen conocerse como estructuras organo-
sedimentarias; porque sus componentes son la comunidad epilitica y el depdsito
calcareo (Zeyen et al., 2017). Los factores que determinan la precipitacién mineral
en ellos son los metabolismos microbianos presentes, la produccion y el consumo
de la materia organica dentro de la matriz extracelular y la fisico-quimica del
ambiente a macro y microescala (temperatura, pH y solubilidad) (Dupraz y Visscher,
2005). Eltapete microbiano es un sistema heterogéneo en el que se dan gradientes
fisicoquimicos de luz, temperatura, salinidad, oxigeno, nutrimentos compuestos de
azufre y nitrdgeno en escalas micrométricas; una amplia diversidad de
microorganismos es producto de tal heterogeneidad (Bolhuis et al., 2014; Gerdes,
2010). A pesar de que solo algunos de los tipos de metabolismos estan relacionados
con la precipitacion mineral, el desarrollo de un microbialito es producto de las
interacciones entre una comunidad diversa, raramente podria ser producto de una

especie individual (Ohmoto et al., 2008).

Los microbialitos modernos pueden encontrarse en diversos tipos de ambientes,
tales como aguas termales (hot springs), lagos hipersalinos, lagos alcalinos, rios y
lagos de agua dulce, lagunas costeras hipersalinas, en mar abierto y cuevas
subterraneas inundadas (Chagas et al., 2016; Stinnesbeck et al., 2018). Los
microbialitos que se desarrollan en lagos suelen ser utilizados para la interpretacion
de paleoclimas y paleohidrologia de areas continentales, ya que conservan los

registros de cambios en los niveles del lago y la humedad relativa.

Los organismos fotoautétrofos estan relacionados con la formacién de los
microbialitos lacustres, principalmente las cianobacterias por su rol en la produccion
primaria. Sin embargo, la precipitacibn de sales carbonatadas para el

establecimiento de estas estructuras esta determinado por los organismos
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heterotrofos y las propiedades de la matriz extracelular o biofilm (Chagas et al.,
2016). Un biofilm es un grupo de células microbianas que estan incrustadas dentro
de una matriz de sustancias poliméricas extracelulares o EPS por sus siglas en
inglés (Extracelular polymeric substances) producida por ellas mismas y que se
compone principalmente de polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN (Flemming y
Wingender, 2010). Ademas de dar proteccion y estabilidad, el biofilm permite que
las células realicen actividades extracelulares, como degradaciones enzimaticas de
materia organica, comunicacion quimica, coordinacion de actividades génicas e
intercambio de nutrientes, con mayor eficacia que las células de vida libre
(Flemming et al., 2016). Sin duda vivir dentro de un biofilm es una estrategia
evolutiva que les ha permitido a las bacterias y otros microorganismos adaptarse a

las condiciones ambientales y sobrevivir a diversas presiones de extincion.

Los biofilims epiliticos son comunidades muy complejas basadas en
interacciones de todo tipo, entre los productores primarios (algas y cianobacteria),
bacteria, hongos, protozoarios, insectos, larvas y crustaceos (Bruckner et al., 2011).
Los fotoautétrofos: microalgas y cianobacterias, tienen un rol importante en la
produccion de materiales extracelulares, los cuales crean un microambiente
nutritivo (ficdsfera), que es la base de la red trofica de los sistemas acuaticos, y son
la fuente de carbono organico que facilmente pueden degradar organismos como
bacterias, hongos, meiofauna y macrofauna (Underwood et al., 2004; Decho y
Gutiérrez, 2017).

Uno de los principales productores primarios en los ambientes lacustres son las
diatomeas, éstas inician y promueven la formacion de biofilms fototroficos, son
responsables del 40% de la produccion primaria en los sistemas acuaticos (Molino
y Wetherbee, 2008; Shniukova y Zolotareva, 2015) y de un 20-25% global (Kumar
et al., 2015); contribuyen en algunos ciclos biogeoquimicos, especialmente en los

del carbono y el silicio (Mann, 1999).

Las diatomeas pertenecientes al phylum Heterokontophyta o Stramenopiles son
el grupo cosmopolita mas diverso de las algas, que pertenecen al supergrupo

Chromalveolata (Hug et al., 2016). Se cree que las diatomeas han resultado de una (J1
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endosimbiosis secundaria: los cloroplastos de los Heterokontophyta parecen derivar

de los de las algas rojas (Rhodophyta) (Shniukova y Zolotareva, 2015).

Las diatomeas tienen habitos unicelulares y/o coloniales, son muy particulares
debido a que su pared celular, llamada frastula; dispuesta en dos partes (valvas)
que embonan en forma de contenedor, estd compuesta por cuarcita amorfa (95%)
o silice-amorfo hidratado junto con pequefas cantidades de aluminio, magnesio,
hierro y titanio (Kumar et al., 2015; Mann et al., 2017).

Aunque son usualmente considerados como fotoautotrofos, pueden actuar como
heterdtrofos facultativos (Nitzchia) y es comun encontrar algunos géneros
(Epithemia y Rhopalodia) con cianobacterias endosimbiontes (Kumar et al., 2015;
Nakayama et al., 2011) que redujeron su material genético y perdieron la capacidad

de fotosintesis, para unicamente metabolizar el nitrégeno (Kneip et al., 2007).

Las diatomeas varian en dimension, pueden presentar dimensiones menores a
10 um hasta uno o dos mm, aunque solo unas pocas especies tienen mas de 200
pm (Townley, 2011). Por ello forman una parte importante en la dieta directa de
protozoarios (como ciliados) e invertebrados (como crustaceos, insectos, etc.)
(Lowe, 2011). Las diatomeas tienen un ritmo de reproduccion asexual muy rapido,
de esta manera es como responden a cambios repentinos en el ambiente, las
diferencias espacio-temporales en su poblacién son usadas para monitorear los

sistemas acuaticos (Lowe, 2011).

Las diatomeas estan muy influenciadas por la salinidad del agua, las formas de
diatomeas marinas y de agua dulce son diferentes. Coloquialmente estan divididas
en dos grupos: centrales y penales. Las diatomeas centrales son simétricamente
radiales, generalmente plancténicas; y las diatomeas penales son simétricamente
bilaterales, adaptadas a estrategias de vida bentdnicas, algunas de ellas tienen un
sistema de poros en el eje axial (Kumar et al., 2015).

Para su clasificacion especifica se usa el disefio de los poros observables en la
pared celular. Estas permiten a la célula interactuar con el entorno (Cox, 2011;
Townley, 2011). En ambos tipos de diatomeas pueden encontrarse areas con poros fo)
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asociados con la adhesion, movimiento y desarrollo de colonias. Perforaciones
como los ocelos y pseudo-ocelos en diatomeas centrales y el rafe y otros poros en

diatomeas penadas permiten la secrecion de mucilago.

El mucilago de las diatomeas es un material complejo y multicomponente. El
desarrollo de mucilago esta relacionado con los procesos fisiolégicos que las
diatomeas realizan, por ejemplo: la produccién de la pared celular y la estabilizacion
del habitat. (Bauerlein, 2003). La sintesis de este se da en el aparato de Golgi,
donde después es exportado al citoplasma de la membrana a través de vesiculas,
para posteriormente ser secretado por el rafe y/u otros poros en la frustula
(Shniukova y Zolotareva, 2015).

El rafe, o sistema de rafe, consiste en una o dos fisuras que corren a través de
la cara valvar, en el eje axial; y en diatomeas penadas puede haber rafe en ambas
valvas (birafidas), en una sola valva (monorafida) y algunas pueden no tener
(arafidas) (Underwood y Patterson, 2003).

En algunas especies motiles, el rafe, y los procesos labiados como las
fultoportulas en diatomeas centrales (Imagenes 1 y 2), estan relacionados con la
locomocion y la secrecién de mucilago que les permiten alcanzar la superficie del
biofilm, asi como una captura de luz eficiente; en algunas se asocia con el
acercamiento de células en reproduccion sexual (Shnyukova y Zolotareva, 2015;
Mann, 2011; Winsborough, 2000). También se ha reportado la migracion de las

diatomeas al fondo del biofilm, para combatir las mareas y a los depredadores.

Por lo regular los movimientos son curvos o en zig-zag, y dejan caminos de
mucilago a su paso (Kumar et al., 2015). En las especies sésiles, el rafe les permite
adherirse al sustrato, y se reconocen algunas formas de pelicula adherida, tubos y

almohadillas, entre otras (Imagen 3) (Winsborough, 2000).

Una comunidad de diatomeas y la produccion de sus EPS pueden estabilizar
beneficiosamente los habitats acuaticos bentdnicos mediante la consolidaciéon de
sedimentos blandos (Underwood y Paterson 2003). Los EPS que componen el

mucilago de las diatomeas son ricos en carbohidratos. La composicion de un |
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biofilm donde las diatomeas predominan estan compuestos aproximadamente de
20-25 % de carbohidratos y glucoproteinas (Underwood et al., 2004; Shnyukova y
Zolotareva, 2017).

En las diatomeas, y en otro fotoautétrofos, se relaciona la secrecion de EPS ricos
en carbohidratos con un desarrollo desbalanceado; esto ocurre cuando un
nutrimento limita su crecimiento. Por ejemplo, algunos fotétrofos que tienen
suficiente CO2 y luz para realizar la fotosintesis y crecen bajo la limitacion del
nitrogeno, utilizan el carbono fijjado para elaborar carbohidratos, ya que no hay

nitrégeno suficiente para la sintesis de aminoacidos y proteinas (Stal, 2010).

Los fotoautotrofos nutren a las comunidades microbianas mientras que la
regeneracion de nutrientes se deriva de quimioheterétrofos. Han sido poco
estudiadas las interacciones tan especificas que se dan entre el mucilago y las
bacterias heterotrofas. Se han encontrado a bacterias de los filo Proteobacteria y
Bacteroidetes creciendo en la matriz extracelular de las diatomeas. Ademas, los
heterotrofos también aprovechan el material organico y las macromoléculas de
reserva que queda disponible tras la muerte de una diatomea (Kozuma y Watanabe,
2015; Bolhius et al., 2014; Amin et al., 2012; Congestri y Albertano, 2011).

También las diatomeas obtienen ciertos beneficios al hospedar bacterias en su
biofilm, ya que estas ofrecen una fuente de nutrientes reciclados y proteccion contra

bacterias enemigas (Amin et al., 2012),

El mucilago de las diatomeas esta propuesto como un sitio ideal para la
biomineralizacion bacteriana; y se han encontrado restos de la matriz organica en
algunos microbialitos fésiles (Winsborough, 2000). Las diatomeas afectan la
formacion de microbialitos modernos, ya que producen abundantes cantidades de

material extracelular y saturan el microambiente con silice (Chagas et al., 2016)
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Imagen 1. Fultopodrtulas en Cyclotella. Poros tubulares en las valvas de algunas diatomeas
centrales asociados con la secrecion de mucilago; A: Fultopértula marginal (FM); B:
Fultoportula central (FC). (Fotografias tomadas en el microscopio electrénico de barrido de
los organismos de estudio).

y - -\.“x

1510 15.0kV 122mm x3 50k SE

Imagen 2. Rafe. Abertura(s) o fisura(s) colocadas al centro o cerca del margen de la valva;
A: Rafe ondulado en Mastogloia; B: Rafe excéntrico, colocado a lo largo del margen ventral
en Epithemia (Fotografias tomadas en el microscopio electronico de barrido de los
organismos de estudio).

Imagen 3. Mucilago extracelular de diatomeas. a. Tubo en Navicula; b. Almohadillas en (£
Astrionella; c. Tallos “stalks” en Gomphonema; d. Fibrillas en diatomeas centrales; €.

Pelicula adherente en diatomeas penadas. Imagen tomada de Kumar et al., 2015.



La composicion organica de la matriz extracelular de un biofilm con tantas
interacciones ecoldgicas impacta en la precipitacion de los carbonatos. Algunos
grupos quimicos con cargas negativas que componen a los EPS, como los
carboxilatos (COO'), aminos (NH' y NH2) y fosfatos (PO43"), inhiben la
precipitacion, pues pueden enlazar cationes como el Ca?*. La descomposicion de
los EPS por individuos heterétrofos promueve la precipitacion, al liberar los cationes
enlazados por los EPS y facilitar la union de estos a los HCO3" y CO3? disueltos en
el ambiente (Dittrich y Sibler, 2010; Chagas et al., 2016).

3. Antecedentes

Los microbialitos que se desarrollan en los tres lagos ubicados en la cuenca
Oriental, Puebla, han sido estudiados de manera irregular, ya que una amplia
variedad de estudios se ha enfocado en los microbialitos del lago Alchichica y son
escasas las investigaciones que emplean a los microbialitos de los lagos Atexcac y
La Preciosa como objeto de estudio. Kazmierczak et al., (2011); Zeyen et al., (2015)
han aportado conocimiento sobre la composiciéon mineral de los microbialitos de

Alchichica; Atexcac y La Preciosa respectivamente (Cuadro 1).

La revision de Chagas et al (2016) reune la informacién publicada de
microbialitos modernos que se desarrollan en 21 lagos en el planeta; este estudio
formula ideas sobre los procesos de precipitacion que afectan a los microbialitos

modernos y enuncia la ausencia de informacién de los tres lagos.

Chagas et al., (2016) proponen que en los tres lagos, la precipitacion es afectada
por la alcalinidad (pH: 8.8) que hay en el sistema y la cantidad de EPS secretados
por cianobacterias y diatomeas. Especifican que en Atexcac y La Preciosa las
diatomeas son responsables de excesivas cantidades de mucilago y de promover
la sobresaturacion del silicio que conlleva a fases minerales compuestas de éste.
Sin embargo, la composicién biética de los microbialitos en estos dos lagos es

desconocida.
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Cuadro 1. Composicién mineral de los microbialitos modernos de los tres lagos de la
cuenca Oriental, basados en Chagas et al. (2016).

Aragonita (CaCO3)

Alchichica iiromagnesita (Mgs(COs)s(OH)2-4H20)
Aragonita (CaCQOs3)
Atexcac Calcita (CaCOs)

Kerolita ((Mg,Ni)3SiaO10(OH)2-H20)
Hidromagnesita (Mgs(CQOz3)4(OH)2:4H20)
Aragonita (CaCQOs3)

La Preciosa Calcita (CaCQO3)

Kerolita ((Mg,Ni)3sSisO10(OH)2-H20)

En cuanto a Alchichica, desde la década de los noventa, Tavera y Komarek
(1996) realizaron el estudio pionero de la descripcion morfolégica de los
microbialitos modernos, documentando las estructuras esponjosa y columnar;
determinando en los microbialitos esponjosos a los géneros de cianobacteria
Calothrix, Entophysalis, Leptolyngbya, Chroococcidium y Aphanocapsa y géneros

de diatomeas Epithemia y Mastogloia, y algunas especies no identificadas.

Kazmierczak et al., (2011) realizaron el registro petrografico,
hidrogeoquimico y metagendmico de los microbialitos de Alchichica. Al datar las
estructuras subfosiles esponjosa y columnar determinaron que estas se
desarrollaron en dos generaciones distintas, y que fueron soportadas bajo
condiciones ambientales diferentes. Secuenciaron genéticamente los microbialitos
modernos y encontraron cianobacterias de los ordenes Chroococcales,
Pleurocapsales, Nostocales, Oscillatoriales y Prochlorales; con fotografias de
microscopio electronico retrataron la presencia de diatomeas, sin embargo, no

trabajaron en identificarlas.

Couraudeau et al. (2011) con estudios de rRNA demostraron que hay un
aproximado de hasta 34 filotipos de cianobacterias relacionadas a los microbialitos

modernos de Alchichica y reconocen la aparicion de secuencias genéticas de
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diatomeas sin prestar mucha atencion. Saghai et al. (2015) al secuenciar los
microbialitos de la zona superficial mas salina, reportaron que mas del 90% de las

secuencias de eucariontes pertenece a diatomeas.

Gérard et al., (2013) reportan que la precipitacién de minerales de aragonita
e hidromagnesita se da dentro del biofilm y la aparicion de la aragonita se ve
peculiarmente asociada a las cianobacterias del orden Pleurocapsales. Moreira et
al. (2017) describieron un género y especie nuevos de cianobacteria
(Gloeomargarita litophora) asociada con la nucleacién intracelular de carbonatos
amorfos con calcio, magnesio, boro y estroncio. Ademas de las cianobacterias,
Alcantara-Hernandez et al (2017) reportaron los filotipos vinculados al ciclo del
nitrégeno en Alchichica, donde los mas abundantes fueron los relacionados con la

desnitrificacion.

k4




4. Pregunta Cientifica de Investigacién

A pesar de que los tres lagos de estudio (La Preciosa, Atexcac y Alchichica)
pertenecen a la misma cuenca endorreica y tienen un origen similar (maar) difieren
en algunas caracteristicas quimicas y bioldgicas. ¢Seran las divergencias
limnolodgicas en salinidad, alcalinidad y concentracion de silicatos; asi como las
micro-propiedades de los grupos quimicos organicos constituyentes de la matriz
extracelular y composicion de especies de diatomeas en el biofilm, las que

determinen las caracteristicas particulares de los microbialitos en los mismos?

5. Justificacion

El estudio de los microbialitos modernos es de importancia para escuelas de
investigacion cientifica como la evolucién, la exobiologia, la biotecnologia, la
microbiologia de ambientes extremos (alta salinidad, pH, temperatura) y en la
exploracion de nuevos sumideros de carbono. La investigacidon de estos en conjunto
con los estromatolitos fosiles busca la estimacion de las composiciones ambientales
de la atmosfera primitiva y los metabolismos pretéritos presentes en la vida

microbiana.

En los microbialitos modernos lacustres, como los de este estudio,
naturalmente se busca aportar informaciéon sobre los productores primarios y su
papel en la precipitacion de carbonatos. Anteriormente, se ha estudiado la
diversidad de cianobacterias y su participacion en algunas fases minerales en los
microbialitos modernos de Alchichica, sin embargo, la composicion y el rol ecolégico
de las diatomeas y su mucilago no ha sido publicada para ninguno de los tres lagos
(La Preciosa, Atexcac y Alchichica).

Ademas, contribuir con el conocimiento de especies de diatomeas en los
microbialitos modernos de los tres lagos tiene importancia en la percepcion del
estado del sistema, ya que suelen ser utilizadas como bioindicadores de estado

trofico, concentracion y composicion salina, entre otras. Este estudio busca resaltar
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el papel de las diatomeas en la secrecién de mucilago en grandes cantidades y
originar un sitio perfecto para la biomineralizacién influenciada e inducida. Presentar
la composicién de especies de diatomeas y los grupos quimicos funcionales en la
matriz extracelular apoyaria a la serie de estudios, anteriormente publicados, sobre

las incognitas de la precipitacién dentro de los microbialitos modernos.

Asimismo, el papel de la matriz extracelular en la precipitacion de los
carbonatos en los microbialitos modernos de los tres lagos no ha sido estudiada;
debido, tal vez, a la complejidad en los métodos de extraccion y evaluacion de la
composicién quimica en la matriz extracelular. Sin duda, este trabajo podria orientar
a muchos otros trabajos posteriores, y no solo los que tengan un caracter geoldgico,

sino, hasta los que ostenten una vision ecologica.

6. Hipotesis

La estructura y riqueza especifica de diatomeas y la composicién quimica de la
matriz extracelular de los microbialitos en los tres lagos de estudio variara en funcién
de las diferencias en el total de sdlidos disueltos, la alcalinidad y la concentracion

de nutrimentos esenciales (nitratos, fosfatos y silicatos).

La presencia de grupos funcionales con cargas negativas en la matriz
extracelular del biofilm y una elevada alcalinidad lacustre determina la formacion

diferencial de microbialitos en la linea de costa de los tres lagos.
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7. Objetivo General

Comparar la composicion quimica de la matriz extracelular y las especies de
Bacillariophyta presentes de los microbialitos modernos superficiales de los
lagos maar alcalinos con diferente grado de salinizacion (La Preciosa,

Atexcac y Alchichica) y sus caracteristicas limnologicas asociadas.

7.1 Objetivos Particulares

Extraer y caracterizar los grupos funcionales quimicos de los compuestos
organicos de alto peso molecular (>8 KDa) de la matriz extracelular de los

microbialitos modernos superficiales.

Determinar la composicion de especies de diatomeas presentes en los

microbialitos modernos superficiales de los sistemas de estudio.

Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas del agua superficial en la zona

litoral donde se desarrollan los microbialitos modernos .
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8. Método

8.1 Zona de estudio

Los lagos de este estudio (La Preciosa, Atexcac y Alchichica) se encuentran
en el llano de San Juan, en la Cuenca Oriental del Eje Neovolcanico Transversal,
una franja geogréafica, relicto de la alta actividad geoldgica en el periodo Nedgeno
producida por la subduccion de la placa de Ribera y el norte de la placa de Cocos

bajo la placa de Norteamérica (Zeyen et al., 2015).

Estos lagos forman parte de los tradicionalmente conocidos como
axalapascos (del nahuatl “ollas de arena con agua”) son lagos maar que resultaron
de explosiones volcanicas con el manto freatico, tres en el caso del lago La
Preciosa, estos sistemas tuvieron su origen durante el pleistoceno tardio (Armienta,
2008).

Geopoliticamente se encuentran entre los municipios de Guadalupe Victoria
y Tepeyehualco en Puebla (INEGI, 2010). Los lagos estan localizados a 2330 m
s.n.m (La Preciosa), 2340 m s.n.m (Alchichica) y 2360 m s.n.m (Atexcac). El clima
de la region es semiseco templado (Cw), con una marcada temporada de lluvias
durante los meses de mayo a octubre; con una precipitacion anual de 400 a 500
mm afio' y donde dominan los procesos de evaporacidon que ocurren con una tasa
aproximada de 1690 mm afio™' (INEGI, 2010).

De acuerdo con INEGI (2010) la vegetacién predominante de la region es
principalmente matorral, pastizal natural y bosque (en las cuspides mas altas). Sin
embargo, la economia de la poblacién depende de la agricultura y la vegetacion
cercana a los cuerpos de agua ha sido modificada para cultivos de temporal. Suelen
usarse fertilizantes ricos en N y los suelos aledanos son facilmente erosionados
hidrica y edlicamente; esto ha promovido cierta eutrofizacion de los lagos (Ramirez-
Olvera et al., 2009). Estos sistemas se encuentran rodeados de suelos tipo Leptosol
y Arenosol en Alchichica, Arenosol en La Preciosa y Phaeozem en Atexcac (INEGI,

2010). Son lagos endorreicos; el abastecimiento de agua en estos lagos se da )
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principalmente por la red hidrografica subterranea de la region, ya que la
precipitacion anual es muy baja por las condiciones semi-aridas de la zona. La
profundidad maxima de cada uno es 39 m para el lago Atexcac (Carcamo, 2017),
45 m para el lago La Preciosa (Moran, 2016) y 60 m para el lago Alchichica (Filonov
et al., 2015).

Los materiales volcanicos que rodean a los lagos caracterizan la dominancia
de cationes y aniones. El predominio de iones en Alchichica y Atexcac esta dada
por Na*-Mg?* y CI--HCOs, lo contrario para La Preciosa donde la dominancia la dan
Mg?*-Na* y HCOs3-Cl- (Armienta et al., 2008; Mancilla-Villa et al., 2014). Las
salinidades de los lagos varian: La Preciosa es considerado subsalino (1.1 g L)
(Moran, 2016); en cambio, Atexcac (6 g L") (Rosas, 2018) y Alchichica (8.5 g L)

como hiposalinos (Filonov et al., 2015).

Productivamente estos lagos son considerados oligotréficos (Alchichica y
Atexcac tienden a la mesotrofia por la concentracion de clorofila) (Adame et al.,
2008; Carcamo, 2017), alcalinos, con pH mayores a 8 y con un comportamiento de
monomicticos calidos (Hernandez-Avilés et al., 2010; Moran, 2016; Carcamo,
2017). El periodo de mezcla es entre los meses de diciembre y abril, en donde se
dan las maximas concentraciones de nitrogeno disuelto y fosforo soluble en la
superficie, ya que en la temporada de estratificacion se dan valores muy bajos y
limitan y co-limitan el desarrollo de fitoplancton (Hernandez-Avilés et al., 2001,
Ramirez-Olvera et al., 2009; Macek et al., 2009). En Atexcac y Alchichica, por efecto
de una salinidad 6ptima, se presenta un florecimiento de Nodularia cf. spumigena
(Fig. 4, 5) durante el periodo de estratificacion, en el que se fija la mayor
concentracion anual de nitrégeno atmosférico por parte de esta especie (Ramirez-
Olvera et al., 2009; Carcamo, 2017) y condiciona la fijacién del N en los microbialitos
(Falcon, 2002).

A




Imagen 4. Florecimiento de la cianobacteria Nodularia cf. spumigena en el lago Atexcac. Fotos
tomadas en marzo 2017.

Imagen 5. Florecimiento de la cianobacteria Nodularia cf. spumigena en el lago Alchichica.
Fotos tomadas en abril 2017.
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Se reporta el desarrollo de macrofitas acuaticas en los tres lagos: como
sumergidas Ruppia maritima en Alchichica y Potamogeton pectinatus en La
Preciosa; como emergentes Cyperus laeviagatus en Alchichica; C. laeviagatus y
Phragmites australis en Atexcac; Juncus andicola y Scirpus californicus en La

Preciosa (Alcocer et al., 2002).

En los tres sistemas acuaticos se reporta el desarrollo de microbialitos modernos
(Chacon et al., 2015; Zeyen et al., 2015): ademas, en La Preciosa y Atexcac se
registra el evento de emblanquecimiento (whiting) (Moran, 2016; Vizuet, 2015), otro
tipo de precipitacion de carbonatos que tife la superficie del lago de un color blanco
lechoso, asociado con las picocianobacterias (Zhu y Dittrich, 2016). En Alchichica
el emblanquecimiento no ocurre; a diferencia de los otros dos lagos, en Alchichica
toda la linea de costa se encuentra peculiarmente habitada por isletas de depdsitos
calcareos su-bfosiles, expuestos debido a la pérdida de profundidad del lago en los
ultimos anos: Las formas vivas de tipo esponjoso son las mas abundantes y pueden
encontrarse hasta los 15 m de profundidad (Kazmierczak et al., 2011). En Atexcac
donde la pendiente limnética es claramente la mas pronunciada, los microbialitos
logran desarrollarse en la pared del crater, y no en la zona litoral. Sin embargo, en
la Preciosa, aunque a simple vista tenga un amplio desarrollo de la zona litoral, los
microbialitos no crecen uniformemente y se distinguen parches de crecimiento

(Imagen 6).
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D)

E)

Imagen 6. Los microbialitos modernos de los tres lagos volcanicos. A) y B) microbialitos
esponjosos de Alchichica; C) microbialitos creciendo en la pared del crater en el lago
Atexcac, la pérdida de profundidad permite observar las estructuras subfdsiles. D)
microbialitos creciendo en el litoral de La Preciosa. E) Estructura observada en Atexcac, N
que aparentan ser raices o tronco cubierto de carbonatos y un biofilm café. (e )




8.2 Trabajo de campo

De acuerdo con los objetivos propuestos, se realizaron seis muestreos sin
una periodicidad especifica por lago en la zona litoral, que abarcaron meses de
mezcla y estratificacion térmica entre septiembre-2016 y julio-2017 (Cuadro 2). Para
tal fin se seleccionaron tres sitios de muestreo por cada lago con desarrollo evidente
de microbialitos los cuales fueron georreferenciados (Anexo 1), colectando
segmentos de los mismos que se encontraban sumergidos a mas de 30 cm bajo la
superficie. En Atexcac donde los microbialitos se desarrollan en las paredes
sumergidas del crater, el muestreo se realizé con ayuda de una lancha; mientras en
La Preciosa y en Alchichica, que se establecen en la zona litoral propiamente dicha,
las muestras se colectaron caminando o nadando por la linea de costa. Se
recolectaron una o un par de muestras simples de los microbialitos dependiendo de
su tamafo, que fue aproximadamente de 10 cm x 15 cm, con ayuda de un martillo
y un cincel y se guardaron en bolsas herméticas con agua del lago cubriéndolos por
completo y depositandolos en una hielera hasta su arribo al laboratorio donde se

pusieron en refrigeracion.

Con una botella blanca de plastico de 1 L se tomd6 de forma directa una
muestra de agua superficial del entorno mas cercano al microbialito muestreado
para posteriores analisis quimicos. Las muestras de agua fueron almacenadas a
bajas temperaturas cercanas a 4°C, algunos parametros fisico-quimicos fueron
analizados en campo y otros en laboratorio antes de que la colecta cumpliera una

semana.
8.2.1 Parametros fisico-quimicos.

Se estimd in situ el pH utilizando un potenciometro digital. Usando un
multiparametro marca Corning fueron estimados el TSD y la conductividad eléctrica.
La alcalinidad fue estimada con métodos de titulacién con acidos (APHA, AWWA y
WPCF, 1992).
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Cuadro 2. Cronograma de actividades durante el periodo de muestreo y referencias
geograficas donde se muestrearon los microbialitos. Las actividades realizadas para cada
lago se esquematizan de la siguiente manera: (FQ) Analisis fisico-quimicos; (MM) muestreo
de microbialitos.
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Georreferencia

La Preciosa

Atexcac

Alchichica

Imagen 7. Microbialitos colectados de la zona superficial de los lagos volcanicos.
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8.3 Trabajo de laboratorio.

8.3.1 Nutrimentos

Los nutrimentos como nitritos, nitratos, amonio, fésforo reactivo soluble,
fésforo total, sulfatos vy silicatos fueron evaluados con los métodos
espectrofotométricos normalizados (APHA, AWWA y WPCF, 1992) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Técnicas utilizadas para la estimacion de la concentracion de nutrimentos
en la zona litoral de los tres lagos.

Nutrimento Técnica, Absorbancia
. Método del Acido
Nitratos (NO3) fenoldisulfonico Sy
Nitritos (NO>) Método de acido sulfanilico. 543 nm
Amonio (NH,) Método de azul de indofenol. 630 nm
Ortofosfatos
(fésforo §oluble Método del cloruro estanoso. 690 nm
reactivo)
(PO.)

Método de digestion

fosfomolibdato. 690 nm

Fosforo total

Silicatos Método de molibdosilicatos 410 nm

8.3.2 Limpieza e identificacion de diatomeas

De los microbialitos recolectados en cada lago, se procesaron tres muestras con
repeticion de cada una de ellas, de las cuales se cepillaron fragmentos de estos, el
producto obtenido fue fijado en una solucién al 4% de formol. La muestra diluida se
dejo sedimentar durante 24 h, para concentrarla, el sobrenadante fue retirado para

que el procedimiento de limpieza fuese mas eficiente.

Para eliminar la materia organica se le agreg6 a la muestra agua oxigenada (1:10),
La reaccion se dejo actuar durante 24 horas, y fueron lavados con agua destilada y
6 centrifugaciones, después de cada centrifugaciéon se descarté el sobrenadante y

se enjuago el residuo del fondo con agua destilada.
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Después de su limpieza se pasaron a tubos de reaccion y se les afiadio H2SO4 hasta
tres veces su volumen, con la finalidad de eliminar carbonatos. Se elevd su
temperatura hasta 80°C por 4 horas y nuevamente fueron lavados con agua
destilada y 6 centrifugaciones. Las muestras fueron revisadas al microscopio, las
que continuaban sucias se trataron con HNOs, de la misma manera que el H2SO4

de acuerdo con el método de Muller-Melchers y Ferrando (1956).

Cuando se alcanzo6 su grado 6ptimo de limpieza, se les afiadio tetradxido de osmio,
os veces el volumen de las diatomeas. Durante 30 minutos se les dejo hacer

interaccién y fueron lavadas de la misma manera.
8.3.3 Observacion de diatomeas.

Para la observacion de las diatomeas en el microscopio 6ptico, se goteo 40 uL de
uestra de diatomeas sobre portaobjetos y se les afiadié una gota de alcohol al 70%
con el fin de esparcir de manera adecuada las células. Se montaron permanente
con la resina Entellan con indice de refraccion 68%. Los montajes fueron
observados y fotografiados en un microscopio Leica con luz Normaski, con el
objetivo 100x en el Laboratorio de Botanica Estructural del Instituto de Biologia de
la UNAM (IBUNAM)

Y para su observacion en el microscopio electrénico, se colocaron muestras de
diatomeas sobre pedestales de aluminio y para montarlos se utilizaron stickers
circulares de fibra de carbono, cinta doble cara de cobre y barniz de unas
transparente. Los pedestales con el montaje fueron cubiertos con oro y se
observaron en un microscopio electronico marca SUI510; en el Laboratorio de
Fotografia de la Biodiversidad del IBUNAM.

8.3.4 Extraccion y caracterizacion de los grupos funcionales en la matriz
extracelular de los microbialitos

Para el analisis de la matriz extracelular fue utilizada una muestra de microbialito de
cada lago colectadas durante el mes de julio, correspondiente al periodo de

estratificacion bien establecida.
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La matriz extracelular fue extraida mediante el método de centrifugacion (Felz et al.,
2016). El biofilm de los microbialitos, fue raspado y colectado cuidadosamente con
ayuda de pequenas espatulas, se utilizaron 9 g de biofilm y se transfirieron a un
vaso de precipitados de 100 mL al que se le afiadié 50 mL de agua miliQ. Para
homogenizar la disolucion, el vaso fue agitado suavemente con la mano, y se
conservaron durante 1 hora bajo 4°C. Se transfirieron las muestras a tubos de
centrifugacion con capacidad de 50 mL y se centrifugaron a 4000 rpm durante 20

minutos.

El sobrenadante fue colectado y transferido a una membrana de dialisis de 6-8 KDa
marca SpectrumLabs, modelo Dry Spectra/Por durante 24 horas, dentro de un vaso
de precipitados de 1L con agua miliQ con cambios de agua limpia cada 12 horas.
El producto de la dialisis se dejo secar en una caja Petri dentro de una incubadora

a temperatura ambiente durante 48 horas.

Para su lectura, a la muestra se le afnadié cloroformo y antes de que este se
evaporase por completo se aplicé en forma de pelicula sobre una ventana de
bromuro de potasio (Imagen 8), este fue analizado mediante un espectrofotdmetro
de FTIR en el laboratorio de espectroscopia de la Facultad de Estudios Superiores

Zaragoza, UNAM. El espectro fue analizado entre las regiones 4000 a 450 cm™".
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Imagen 8. Extraccion de la matriz extracelular de los microbialitos. Ay B. Imagenes del
biofilm antes de ser centrifugado. C. Membrana de didlisis utilizada para concentrar los
compuestos mayores a 8 KDa. D. Ventanas de bromuro de potasio empleadas para leer
el resultado de la extraccién en el espectrofotometro FTIR.
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8.4 Trabajo de gabinete

8.4.1 Determinacion taxonémica de diatomeas

Las fotografias tomadas con ambos microscopios fueron medidas para su
identificacion taxondémica con el software AxionVision de Zeiss. Para identificar el
género de diatomeas se utilizaron claves generales de Wehr et al. (2015) y para su
determinacion especifica se usaron publicaciones y monografias de género (Cuadro
4). Las fotografias, con los datos de coleta, medidas e informacion fueron

depositadas en la Coleccion de Algas del Herbario Nacional MEXU (Anexo 2).

Cuadro 4. Bibliografia de géneros de diatomeas empleada en la determinacion

taxonémica a nivel especifico.

] ] . ] Literatura
Género Literatura utilizada Género .
utilizada
Oliva et al., 2006
Prasad y Nienow, 2006
Cyclotella Oliva et al., 2008 Pseudostaurosira Morales, 2010

Novelo, 2012
Lowe y Kheiri, 2015
Pavlov et al., 2016

Denticula Hamser et al., 2014 Mastogloia
Lee et al., 2014
Diploneis Slate y Stevenson, 2007 Navicula Bahls, 2011
Spaulding y Edlund,
Cocconeis Romero y Jahn, 2013 Navicymbula 2008.
Krammer, 2002
Juttner et al., 2010 Kociolek, 2011
Cymbella Rhopalodia
Krammer, 2002 You et al., 2009

Vishnyakov, 2014

Epithemia
You et al., 2009
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8.4.2 Espectrofotometria de infrarrojo (IR)

Se determinaron los enlaces caracteristicos de los grupos funcionales con
las sefiales mas caracteristicas producidas a lo largo del espectro, en los tres casos;
para ello se usaron las tablas de correlacion para la interpretacion de espectros IR
y publicaciones especializadas (Mlewski et al., 2018; Preston et al., 2014; Dittrich y
Sibler, 2010; y Braissant et al., 2007).

8.4.3 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los parametros fisico-quimicos, los datos
fueron comparados mediante un analisis de varianza simple no paramétrico de
Kruskal-Wallis; ya que los datos obtenidos no se distribuyeron normalmente, a
través del software “Statgraphics Centurion XVI1.I” para cada uno de los parametros
analizados con el fin de determinar las diferencias significativas entre los valores de

parametros quimicos en la zona circundante a los microbialitos.
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9. Resultados

9.1 Parametros fisico-quimicos.

De acuerdo con los valores de pH obtenidos de la zona litoral de los tres
lagos, se clasifican como basicos alcalinos. En el lago La Preciosa, se obtuvo un pH
promedio de 8.9 £ 0.2; en Atexcac se encontré un pH de 8.8 + 0.1 y Alchichica
presento valores mas altos, 9.2 + 0.2 (Cuadro 5). Con la prueba de Kruskal-Wallis
se comprobo que existian diferencias significativas con K= 11.91 (p<0.05) entre los
pH de Atexcac y Alchichica; La Preciosa no presento diferencias significativas con

los otros dos lagos (p>0.05) (Figura 1).

9.4 -

9.2 S— -

pH

8.8 - 7 N . —

8.6 — —
La Preciosa Atexcac Alchichica

Lago

Figura 1. Andlisis de cajas multiples con muesca para los valores de pH obtenidos de la
zona litoral de los tres lagos.

La alcalinidad total expresada en mg CaCOs L' se manifiesta con
concentraciones promedio mas elevadas en Alchichica de 1805 £ 694 mg CaCOs L-
. en Atexcac y La Preciosa se presentaron de 1349 + 540 y 1011 + 859 mg CaCOs
L-' respectivamente. Con el grafico de caja y bigote (Figura 2) las concentraciones
mas altas de Atexcac y Alchichica se presentan como casos extremos, y con una
K= 4.37 se probd que no existieron diferencias significativas (p>0.05) entre la

alcalinidad total de los tres lagos.
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Figura 2. Analisis de cajas multiples con muesca para la alcalinidad total obtenida de la
zona litoral de los tres lagos.
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La alcalinidad, en los tres lagos, estuvo dada principalmente por HCOs.
Aunque en La Preciosa la concentracion de alcalinidad por bicarbonatos fue la mas
variable 968 + 670 mg CaCOs L™; la concentracion de carbonatos (289 + 220 mg
CaCOs L") no fue tan alta respecto a los bicarbonatos. En Atexcac se determinaron
concentraciones de 915 + 391 mg CaCOs L' de bicarbonatos y de 513 + 149
mgCaCQzs L' de carbonatos. En Alchichica se presentaron concentraciones mas
altas de bicarbonatos y carbonatos, éstos fueron 1045 + 611y 671 £ 219 mgCaCO3
L-' respectivamente. La concentracion de bicarbonatos en los tres lagos no presentd
diferencias significativas K=0.013 comportamiento mostrado con el analisis de cajas
multiples con muesca (p>0.05) (Figura 3). La concentracion de carbonatos en los

tres lagos presento diferencias significativas entre si con K= 6.39 y (p<0.05) (Figura

L

La Preciosa Atexcac Alchichica
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Figura 3. Analisis de cajas multiples con muesca para las concentraciones de alcalinidad
por bicarbonatos obtenidos de la zona litoral de los tres lagos.

N
o

| —




1200

1000

800

600

mg CaCOs L

400

200

TTT [T T T[T T[T I T[T T T TTT]
caa b b bea by b |

La Preciosa Atexcac Alchichica

Lago
Figura 4. Analisis de cajas multiples con muesca para las concentraciones de alcalinidad
por carbonatos obtenidos de la zona litoral de los tres lagos.

Cuadro 5. Valores promedio de pH y concentraciones promedio de alcalinidad total,
alcalinidad por carbonatos y por bicarbonatos, entre paréntesis se muestran los valores
minimos y maximos registrados)

Alcalinidad Total mgCaCQ; L'
mgCaCO; L’ COs5~ HCO3
La Preciosa | 8.9(8.7-9.2) | 1011(470-2280) | 289(115-640) | 968(310-1910)
Atexcac 8.8(8.7-9.1) | 1349(540-2460) 513(350-820) 915(380-1640)
Alchichica | 9.2(9.1-9.5) | 1805(1200-3110) | 671(400-1010) | 1045(580-2100)

pH

La conductividad eléctrica y el total de sdlidos disueltos (TSD) presentaron
los valores mas bajos en La Preciosa, donde la conductividad se registré de 2.29 +
0.13mScm™, yel TSD 1.13 + 0.05 g L". En Atexcac y Alchichica se determinaron
los valores mas altos, particulares de sistemas salinos; en Atexcac se encontré
11.76 = 0.81 mS cm™ de conductividad y 6.08 + 0.34 g L' TSD; por su parte.
Alchichica tuvo las concentraciones mas altas en estos parametros; 12.93 £ 0.19
mSL-' de conductividad y 7.04 + 0.96 g L' TSD (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Concentracién promedio de TSD y valores promedio de conductividad de los
lagos, entre paréntesis se muestran los valores minimos y maximos registrados.

TSD (g L") Conductividad (mS cm™)
La Preciosa 1.13 (1.1-1.24) 2.29 (2.16-2.45)
Atexcac | 6.08 (5.33-6.34) |  11.76 (10. 62-12.59)
Alchichica | 7.04 (6.43-8.5) 12.93 (12. 59-13.1)

Con la prueba de K=16.37 y K=16.77 y la muesca de medianas en la grafica
de caja y bigote se determind que existen diferencias estadisticamente significativas
entre la conductividad y el TSD de La Preciosa y de los otros dos lagos (p<0.05); y
que no hay diferencias estadisticamente significativas entre la conductividad y el
TSD de Atexcac y los de Alchichica (p<0.05) (Figuras 5y 6).
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Figura 5. Anadlisis de cajas multiples con muesca para los valores de conductividad
obtenidos de la zona litoral de los tres lagos.
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Figura 6. Andlisis de cajas multiples con muesca para las concentraciones de total de w
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9.2 Nutrimentos

La media de la concentracion de fosforo total estimada fue menor a 0.5 mg
L-'. El fésforo total, que es la suma total de los compuestos de fosforo, en forma
organica e inorganica, con K = 0.49 se determind que no existen diferencias
estadisticamente significativas en los tres lagos (p>0.05). En La Preciosa se
determino una concentracion de 0.07 + 0.06 mg L', en Atexcac se encontr6 de 0.11
+0.10 mg L' y en Alchichica de 0.25 + 0.54 mg L.

La media de las concentraciones de fésforo reactivo soluble (ortofosfatos) no
fueron mayores a 0.05 de mg L, en La Preciosa fue de 0.025 + 0.022 mg L, en
Atexcac de 0.021 + 0.014 mg L' y 0.021 + 0.027 mg L en Alchichica; este, al igual

que el fosforo total, con K=0.32 no se presentaron diferencias significativas.

Las concentraciones de nitrdgeno inorganico fueron estimadas como nitratos
(NO3), nitritos (NO2) y amonio (NH4). Los nitritos en particular tuvieron la
concentracion mas baja registrada en Atexcac con 0.01 £ 0.011 mg L, seguido por
La Preciosa con 0.0130 + 0.011 mgL™", y Alchichica con 0.014 + 0.02 mgL'y con K
= 0.24 se determiné que no existen diferencias significativas (p>0.05). En cuanto a
los nitratos, Atexcac presentd nuevamente la concentracion mas baja de 0.042 +
0.401 mg L-" seguido por Alchichica de 0.054 + 0.076 mg L'y La Preciosa de 0.056
+ 0.076 mg L"; con K
(p>0.05).

0.11 no presentaron diferencias significativas

Por ultimo, al evaluar el amonio se obtuvo la concentracidon mas baja en La
Preciosa con 0.169 + 0.159 mg L', seguido por Atexcac con 0.184 £ 0.325 mg L'y
Alchichica 0.20 + 0.325 mg L' con un valor de K = 1.79 se encontré que no hay
diferencias significativas entre los tres lagos (p<0.05). El amonio obtuvo niveles mas

altos de concentracion en los tres lagos, con respecto a los de nitratos y nitritos.

Los silicatos en La Preciosa y Atexcac presentaron concentraciones altas
225+7.7mg L'y 39.8 +37.6 mg L' respectivamente en contraste con Alchichica
en donde se determind una concentracion baja de 12.0 + 6.8 mg L' comparada con

la de los otros dos sistemas acuaticos. De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis wUU
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K= 9.44 se determind que existian diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre la concentracién de silicatos en Alchichica y la concentracion de
silicatos de los otros dos lagos; La Preciosa y Atexcac no presentaron diferencias

significativas (p>0.05) (Figura 7).
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La Preciosa Atexcac Alchichica

Figura 7. Analisis de cajas multiples con muesca para las concentraciones de silicatos
obtenidos de la zona litoral de los tres lagos.
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9.3 Especies de diatomeas

Se identificaron un total de 18 géneros de diatomeas; 15 en La Preciosa, 12 en
Atexcac y 12 en Alchichica (Cuadro 7). La Preciosa present6 a Surirella 'y Nitzchia
como géneros exclusivos y Alchichica a Campylodiscus y Amphora. Cocconeis,
Cyclotella, Diploneis, Epithemia y Mastogloia de cada uno de estos géneros se

registré al menos una especie en cada lago.

En microbialitos se fotografiaron de todos los géneros un total de 23 especies en La
Preciosa, 13 en Atexcac y 18 en Alchichica. De las especies fotografiadas en cada

lago, para La Preciosa se identificaron 15, en Atexcac 9 y en Alchichica 10.

Las diatomeas centrales de los microbialitos se encuentran representadas
unicamente por especies del género Cyclotella; C. meneghiniana en La Preciosa,
C. choctawhatcheeana en Atexcac y C. alchichicana y C. choctawhatcheeana en
Alchichica. Mientras que el resto de las especies determinadas pertenecen a las
diatomeas penadas. La mayoria de las diatomeas identificadas poseen rafe en
ambas valvas. Como especie monorafida se identific6 a Cocconeis placentula var.
llineata en La Preciosa y Cocconeis sp. observado una vez en Atexcac y Alchichica.
Como géneros arafidos se identificaron a Fragilaria en Atexcac y Pseudostaurosira

en los tres lagos, aunque este ultimo fue muy abundante en La Preciosa.
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Cuadro 7. Lista sistematica de las especies de diatomeas registradas en los microbialitos
de los lagos La Preciosa, Atexcac y Alchichica. LAPR: La Preciosa; ATX: Atexcac; ALCH:
Alchichica. Taxonomia basada en el trabajo de Ruggiero et al., 2015 y Guiry y Guiry, 2018

Dominio: Eukarya
Reino: Chromista
Superfilo: Heterokonta o Stramenopiles
Filo: Ochrophyta o Stramenochromes
Subfilo: Diatomista
Superclase: Khakista
Clase: Bacillariophyceae o Diatomae

Subclase: Bacillariophycidae
Orden: Achnantales
Familia: Cocconeidaceae
Género: Cocconeis
Cocconeis cf. placentula var llineata (Ehrenberg) Van Heurck 1885 (LAPR)
Cocconeis sp1; (ATX, ALCH)

Orden: Bacillariales
Familia: Bacillariaceae
Género: Denticula
Denticula valida (Pedicino) Grunow 1885; (LAPR, ATX)
Denticula sp1; (ALCH)
Género: Nitzschia
Nitzschia sp1 (LAPR)
Nitzschia sp2 (LAPR)

Orden: Cymbellales
Familia: Cymbellaceae
Género: Cymbella
Cymbella cf. hantzschiana Krammer 2002; (LAPR)
Cymbella sp1; (LAPR)
Cymbella sp2; (LAPR)
Cymbella sp3; (ATX)
Género: Navicymbulla
Navicymbula pusilla (Grunow) Krammer 2002; (LAPR, ATX, ALCH)
Familia: Gomphonemataceae
Género: Gomphonema
Gomphonema sp1; (LAPR, ALCH)

Orden: Mastogloiales
Familia: Mastogloiaceae
Género: Mastogloia

Mastogloia calcarea S.S.Lee, E.E.Gaiser, B.Van de Vijver, M.B.Edlund &
Spaulding 2014; (LAPR, ATX)

Mastogloia elliptica (C. Agardh) Cleve 1893; (ATX, ALCH)

Mastogloia pseudosmithii S.S.Lee, E.E.Gaiser, B.Van de Vijver, M.B.Edlund &
Spaulding 2014; (LAPR)

Mastogloia smithii var. lacustris Grunow 1878; (ALCH)

Orden; Naviculales
Familia: Diploneidaceae
Género: Diploneis w
Diploneis oblongella (Naegeli) Cleve-Euler (LAPR) N
Diploneis sp1; (ATX, ALCH)




Continuacion

Familia: Naviculaceae
Género: Navicula
Navicula cf. oblonga (Kitzing) Kitzing 1844; (LAPR)
Navicula sp.; (ATX)
Familia: Pinnulariaceae
Género: Pinnularia
Pinnularia brebissonii (Kitzing) Rabenhorst 1864; (LAPR, ALCH)
Pinnularia sp.1; (LAPR)

Orden: Rhopalodiales
Familia: Epithemiaceae
Género: Epithemia
Epithemia adnata (Kitzing) Brébisson 1838; (LAPR)
Epithemia turgida (Ehrenberg) Kiitzing 1844; (LAPR, ATX, ALCH)
Epithemia sorex Kitzing 1844; (LAPR, ATX, ALCH)
Familia: Rhopalodiaceae
Género: Rhopalodia
Rhopalodia gibba (Ehrenberg) O. Miller 1895; (LAPR)
Rhopalodia gibberula (Ehrenb) O.Muller. 1895; (LAPR)
Rhopalodia musculus (Kutzing) Otto Maller 1900; (ATX, ALCH)
Rhopalodia sp1; (ALCH)

Orden: Surirellales
Familia: Surirellaceae
Género: Campylodiscus
Campylodiscus (ALCH)
Género: Surirella
Surirella sp1 (LAPR, ALCH)

Orden: Thalassiophysales
Familia: Catenulaceae
Género: Amphora
Amphora sp1; (ALCH)

Subclase: Coscinodiscophycidae
Orden: Thalassiosirales
Familia: Stephanodiscaceae
Género: Cyclotella
Cyclotella alchichicana Oliva, Lugo, Alcocer & Cantoral 2006; (ALCH)
Cyclotella choctawhatcheeana Prasad 1990. (ATX, ALCH)
Cyclotella cf. meneghiniana Kutzing 1844: (LAPR)

Subclase: Fragilariophycidae
Orden: Fragilariales
Familia: Fragilariaceae
Género: Fragilaria
Fragilaria sp1 (ATX)
Familia: Staurosiraceae
Género: Pseudostaurosira
Pseudostaurosira brevistriata (Grunow) D.M.Williams & Round 1988; (LAPR,
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ATX, ALCH)
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En los microbialitos de los tres lagos se registraron especies en comun, de lo
que deriva que algunas de las mismas pueden existir en un gradiente de variacion
de salinidad amplio, como por ejemplo Epithemia turgida registrada en los tres
sistemas lacustres; otras se encuentran en un gradiente de variacion de salinidad:
susbsalino-hiposalino como el caso de Denticula valida; mientras otras se
comparten solamente en los lagos hiposalinos como Cyclotella choctawhatcheeana.
Finalmente, en una condicion mas contrastante se encontré6 unicamente a

Pinnularia brebissonii en el lago de menor y el de mayor salinidad (Cuadro 8).

Cuadro 8. Especies en comun de diatomeas en los lagos de estudio. Los colores
diferencian en que lagos se encuentra cada especie.

La Preciosa Atexcac Alchichica

Especie
Epithemia turgida

Navicymbula pusilla

Pseudostaurosira
brevistriata
Denticula valida

Epithemia sorex

Mastogloia calcarea

Cyclotella
choctawhatcheeana
Mastogloia elliptica

Rhopalodia musculus

Pinnularia brebissonii

A pesar de que este trabajo no se enfocé en calcular la biomasa de diatomeas
0 abundancia por especies, ademas de que el método utilizado de limpieza no

garantiza conservar a todos los especimenes, de acuerdo con las observaciones al

W
microscopio se pudo atestiguar que en Alchichica la cantidad de diatomeas ©Q
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presentes fue considerablemente baja en comparacion con las que se presentaron
en Atexcac, y aun mas, en La Preciosa. Aunque esto no parece afectar a la riqueza
de especies, ya que el numero de tipos especificos en Alchichica fue mayor que en
Atexcac. En los microbialitos de La Preciosa se reconocio la riqueza de especies
mas alta, y sin haber calculado la biomasa; se considera que las diatomeas se
encontraban en cantidades excesivas en la muestra concentrada (Anexo lll, Imagen
6), siendo necesario desde el punto de vista metodolégico esparcir en el
portaobjetos 40 pL de la muestra con unas pequefias gotas de alcohol para lograr

su dispersion y facilitar su observacion en los diferentes microscopios.

De acuerdo con las abundancias definidas como el niumero de individuos
observados aleatoriamente en las muestras tanto en el microscopio Optico de
contraste de fases con luz Normaski como el microscopio electrénico de barrido se

determinaron las especies de diatomeas dominantes (Cuadro 9).

Cuadro 9. Especies dominantes de diatomeas en los microbialitos de los lagos La
Preciosa, Atexcac y Alchichica

Lagos Especies dominantes

o el Cymbella hantzschiana, Epithemia turgida, Mastogloia calcarea,
Navicymbula pusilla, Pseudostaurosira brevistriata y Rhopalodia
gibberula

Eptihemia turgida, Mastogloia calcarea, M. elliptica, Navicymbula
pusilla

Cyclotella alchichicana, Epithemia sorex, Mastogloia elliptica, M.
smithii var. lacustris y Navicymbula pusilla
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9.4 Descripcion fenotipica del biofilm de los microbialitos en los tres lagos

En el microbialito de La Preciosa puede apreciarse un biofilm de color café
pardo claro cubierto de muchas particulas de sedimento y carbonatos. El biofilm de
Atexcac muestra una combinacién de colores oscuros de café y verde, en el que se
encuentran embebidos pequefios granulos blancos de carbonato y que en otras
partes estas pequefias estructuras esféricas se muestran cementadas juntas.
Alchichica muestra un biofilm verde, y al igual que La Preciosa, se encuentra
cubierto con abundantes particulas de sedimento y granos de carbonato (Imagen
9).
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Imagen 9. Fotografias tomadas en un estereoscopio 10x. A y B. Corresponden con
el biofilm del microbialito de La Preciosa; C y D. Al biofilm del microbialito de
Atexcac; E y F. Al microbialito de Alchichica.
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9.5 Composicion de grupos funcionales presentes en la matriz
extracelular.

En el lago La Preciosa, en la region fundamental del espectro obtenido
(Figura 8): en 3466 y 3445 cm™' se identificaron sefiales caracteristicas de aminas
primarias (N-H2); a lo largo de los 3300 cm™' un grupo de sefiales que corresponden
al grupo hidroxilo (O-H); en 2923 y 2854 cm™' se registraron alcanos CH2y CHs y
aldehidos, adelante de 2923 cm™' se ubica una pequefia sefial que manifiestan los
metilos CHs; en 1742 cm™' se encontrd un enlace carbonilo (C=0); y en 1620 cm"
se presentd una sefial relacionada al enlace amina (N-H). En la region de las huellas
digitales que comprende de 1500 a 450 cm™', se detectaron sefales relacionadas
con enlaces del silicio, en 1250 cm' (+10) que es caracteristica de los enlaces grupo
metil-siliceo Si-CHsy la sefial de 1100 cm™' parece determinar el enlace Si-O de los

silicatos.

Figura 8. Espectro de infrarrojo que muestra los grupos quimicos que conforman a los
compuestos organicos (>8 KDa) del biofilm de un microbialito superficial de La
Preciosa. Se muestran las sefiales mas importantes en la regién de 4000 a 450 cm-1y el
grupo organico correspondiente.
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En el espectro de Atexcac se identificaron las siguientes sefiales: en 3441
cm' se detectd aminas secundarias (N-H); en 2921 cm™' y 2853 cm™* se registraron
alcanos CH2y CHs; en 1737 cm™ se encontro la sefial relacionada con los enlaces
carbonilo (C=0). En la region de las huellas digitales: La sefial de 1430 cm™
determind por los alcanos presentes en la composicion organica. Los picos en 1054
y 1303 cm™' afirmaron la presencia de enlaces C-O correspondientes a alcoholes
primarios. En 1205 y 1100 cm™' se determinaron sefiales similares a las registradas

en el espectro de La Preciosa (Figura 9) relacionadas con enlaces del silice.

Figura 9. Espectro de infrarrojo que muestra los grupos quimicos que conforman a los
compuestos organicos (>8 KDa) del biofilm de un microbialito superficial de Atexcac.
Se muestran las sefales mas importantes en la regién de 4000 a 450 cm-1 y su grupo
organico correspondiente.

K34




El espectro del lago Alchichica presentd las siguientes sefiales en la region
fundamental: En 3444 cm™ y 3466 cm™ se encontraron picos asociados con las
aminas secundarias (N-Hz); en 1734 cm™' se determind el carbonilo (C=0). En este
sistema se detectd una sefial muy particular en 1618 cm- correspondiente con los
enlaces NHz; por otra parte, en la regidén de las huellas digitales se determinaron
picos en 1384 y 1049 cm™ que denotaron la presencia de alcoholes primarios y
secundarios (Figura 10).

Figura 10. Espectro de infrarrojo que muestra los grupos quimicos que conforman a los
compuestos organicos (>8 KDa) del biofilm de un microbialito superficial de Alchichica.
Se muestran las sefales mas importantes en la region de 4000 a 450 cm-1 y el grupo
organico correspondiente.
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10. Discusion

10.1 Nutrientes y parametros.

La composicion quimica de estos lagos endorreicos depende del origen
sedimentario e igneo de su cuenca (Carrasco-Nuiez et al., 2007), de la dominancia
de los procesos evaporacion-cristalizacion (Hernandez-lsunza, 2018), del
suministro de agua principalmente subterranea (Ramirez-Olvera et al., 2009) y de
los arrastres aldctonos por precipitacion pluvial. Ademas de estas variables, también
se encuentra sujeta a la dinamica limnolégica, particularmente a su comportamiento
de monomixis calida, asociado con un proceso de mezcla invernal seguida de una

estratificacion prolongada de 8 meses (Rosas, 2018).

Los valores de pH obtenidos mayores a 8.6 en este estudio son
caracteristicos de lagos alcalinos, a causa de la alta concentracién de bicarbonatos
y carbonatos, siendo estos pHs similares a los reportados en trabajos anteriores
(Sigala et al., 2017; Carcamo, 2017; Moran, 2016; Zeyen et al., 2015; Kazmierczak
etal., 2011).

Alchichica tuvo valores de pH mayores a 9; presentando diferencias
estadisticamente significativas con respecto al pH de Atexcac (Figura 1).
Kazmierczak et al. (2011) reporta valores de 8.87 de pH en la columna de agua para
este lago, a diferencia de lo registrado en el presente estudio donde los valores
siempre fueron mayores a 9.1, lo que puede atribuirse a que las muestras fueron de

la zona litoral y no limnética.

La alcalinidad total en los tres lagos fue alta, mayor a 1.0 g L'. Alchichica
presento los valores mas altos, ligeramente por arriba de Atexcac y La Preciosa.
Segun las pruebas estadisticas de este estudio no hubo diferencias significativas en
la concentracion de alcalinidad total entre los tres lagos (Figura 2). Por su elevada
alcalinidad Alchichica y Atexcac podrian ser denominados lagos sodicos “soda
lakes” (Arp et al., 1999). Sin embargo, en La Preciosa la dominancia de cationes
esta dada por Mg?*, a diferencia de Atexcac y Alchichica donde el Na* es el catién IS
mas abundante (Armienta et al. 2008) (0]




Ademas de éstos, se han reportado otros lagos sodicos en los que se
desarrollan microbialitos modernos, como el Lago Van en Turquia, donde las
condiciones son mas extremas con pH'’s de 9.7-9.8 y concentraciones de alcalinidad
total aproximadas a 15 g L' CaCOs (Chagas et al., 2016) y se pueden encontrar
microbialitos gigantes de hasta 40 metros de alto (Lépez-Garcia et al., 2005). Segun
Sigala et al. (2017) Alchichica puede llegar a valores de pH mas altos 9.5 y las
concentraciones de alcalinidad total mayores a 2 g L' CaCOs. La comparacién entre
estos lagos permite pensar que la alcalinidad es un parametro quimico clave en la
formacion y el tamafio de los microbialitos modernos, particularmente se observa
una mayor formaciéon de estas estructuras calcareas en el lago Alchichica en

comparacion decreciente con Atexcac y La Preciosa.

La alcalinidad total estuvo dada principalmente por los bicarbonatos, lo que
coincide con lo reportado para La Preciosa y Atexcac (Zeyen et al. 2015). La
concentracion de alcalinidad por bicarbonatos fue muy alta en los tres lagos y no
presentd diferencias significativas entre ellos (Figura 3). Sin embargo, la
concentracion de alcalinidad por carbonatos tuvo diferencias significativas entre los
tres lagos (Figura 4), pues las concentraciones mas altas las posee Alchichica por
encima de Atexcac, el que a su vez tiene concentraciones mayores que La Preciosa;
lo que permite pensar que la alcalinidad de carbonatos en el litoral superficial de
Alchichica es la que favorece que haya una mayor densidad de microbialitos con

respecto a Atexcac y La Preciosa.

Los resultados del TSD son similares a los reportados anteriormente
(Carcamo, 2017; Moran, 2016). Kazmierczak et al. (2011) sefalan que la
concentracion de TSD del agua subterranea que contribuye a llenar a los lagos de
Atexcac y Alchichica es de 0.6 g L' aproximadamente, y la de estos lagos es
alrededor de 6 y 8 g L', por ello sugieren que la evaporacion es la que propicia la
salinizacién de estos lagos. Sin embargo, La Preciosa posee valores de TSD
levemente por encima de 1 g L™, lo que permite categorizarlo como subsalino, por
lo que este proceso de evaporacién-cristalizacion no lo ha afectado de la misma

manera.
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La dinamica térmica de los lagos puede promover cambios en la limitacion
de los nutrimentos (Hernandez-Avilés et al., 2001), en los lagos monomicticos
calidos del presente estudio se manifiestan los periodos de mezcla y estratificacion
anteriormente referidos. La estratificacion se ha dividido para estos ambientes de la
zona tropical en tres fases: temprana, bien establecida y tardia (Alcocer et al., 2008),
estas condiciones prevalecen desde la primavera hasta el otofio y condicionan la
sucesion del fitoplancton (Lopez-Vazquez, 2018). La mezcla, que se da durante el
invierno, permite que los nutrimentos precipitados al fondo alcancen la superficie y
se den florecimientos de diatomeas (Ardiles et al., 2012; Rosas, 2018), mientras que
en la estratificacion existen particularidades para cada lago, ya que en los dos
hiposalinos se presenta un florecimiento de Nodularia cf. spumigena como resultado

de la limitacion de nitrégeno en los lagos.

Y aunque se reporta la colimitacion del fésforo y nitrégeno en la zona pelagica
de los tres lagos (Hernandez-Avilés et al., 2001), poco se conoce sobre los
nutrimentos inorganicos compuestos de N y P en la zona litoral y como interactuan

con los microorganismos que ahi habitan.

Los organismos benténicos y del litoral probablemente no sufren la limitacion
de nutrimentos de manera similar a los planctonicos. La zona litoral y el bentos
asociado de los tres lagos ha sido poco estudiado, en este se desarrollan macrofitas
acuaticas, algas bentonicas y microbialitos, que alojan a muchos invertebrados,
peces aterinidos y anfibios ajolotes, en el caso de los lagos La Preciosa y Alchichica
(Valdespino, 2015; Alcocer et al., 1998), y anfibios ajolotes en el lago Atexcac que

generan una complejidad estructural y funcional a los sistemas.

En este estudio se encontraron para los tres lagos concentraciones altas de
fésforo reactivo soluble y amonio y bajas de nitratos y nitritos en la zona litoral. Lo
que haria suponer una posible limitacion del nitrébgeno hacia esta zona, que
favoreceria que algunas cianobacterias asociadas con los microbialitos pudieran
fijar nitrégeno, como ha sido reportado en Alchichica para géneros como Calothrix

y Rivularia (Kdzmierczak et al., 2011).
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Figura 11. Comparaciones de la concentracién de nutrimentos en la zona litoral
asociada a los microbialitos.

El fosforo es un elemento importante para todos los organismos, ya que se
encuentra involucrado en la mayoria de las actividades metabdlicas; los ortofosfatos
son la forma de fésforo disuelto mas comun que utilizan los productores primarios
(Stal, 2012). Sin embargo, el estudio de la limitacion de los nutrimentos para los
productores primarios se ha enfocado principalmente en las cianobacterias y poco
en los tapetes microbianos “mats” donde ademas existen diatomeas, que
particularmente son muy abundantes en los microbialitos de la presente
investigacién; se ha reconocido que algunas diatomeas bentdnicas pueden sufrir la
escasez de algun nutrimento y migrar direccionalmente a condiciones favorables

dentro del mismo biofilm (Mann et al., 2017).

El fésforo resulta abundante debido que en lagos volcanicos éste tiene
presencia en el desgaste de materiales piroclasticos, vidrio volcanico y feldespatos,
y podria desencadenar la limitacién de otros nutrimentos (Ramirez-Olvera et al.,
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2009). Ademas, se cree que, a diferencia de los sistemas acuaticos templados, en
los sistemas tropicales el fésforo no es un nutrimento limitante por si solo
(Hernandez-Avilés et al., 2001).

El nitrégeno se presenta en diferentes formas dependiendo de su estado
oxidativo, el amonio es la forma mas reducida (NH4*), mientras que los nitritos
(NO2) y nitratos (NOs") son las formas mas oxidadas. Todas estas formas de
nutrimentos son importantes en el metabolismo de los microorganismos, sus

reacciones metabolicas transforman las formas de nitrégeno una a otra (Stal, 2012).

Cuando el nitrégeno es limitante, las formas de amonio suelen ser las
dominantes, (Macek et al., 2009) lo que se puede identificar en estos lagos. En
presencia de oxigeno, las bacterias nitrificantes pueden oxidar el amonio a nitritos
y nitratos, las condiciones de estos sistemas apoyarian en el desarrollo de estos
metabolismos. El amonio es utilizado por los organismos, tanto heterétrofos como
autétrofos para formar aminoacidos, que son usados en la sintesis de proteinas
(Stal, 2012). Las proteinas son las principales sustancias de reserva de nitrogeno.
La mayoria de los microorganismos tienen la capacidad de asimilar el amonio,
posiblemente esto es preferencial ya que el amonio se encuentra en un estado
reductivo similar al de los aminoacidos y por ello ocupan menor energia en esta

actividad.

En tapetes microbianos donde se desarrollan cianobacterias y diatomeas,
hay una alta demanda de los nutrimentos de nitrégeno, debido al estrés por la
limitacion de éste mismo, los productores primarios secretan grandes cantidades de
mucilago (Stal, 2010). Por otro lado, algunos autores han categorizado a los
microbialitos como excelentes diazotroficos, esto es que son capaces de fijar el N2
atmosférico, ya que algunos se encuentran compuestos por cianobacterias
filamentosas y bacterias anaerobias como sulfato reductoras, metanogénicas y
fermentadoras (Stal, 2012; Ward, 2013).

El desarrollo de la ventaja evolutiva de fijar el nitrdgeno atmosférico en su

forma molecular les permite crecer bajo condiciones complejas que no soportarian 4=




los organismos no fijadores (Stal, 2012). Algunas asociaciones de simbiosis en los

microbialitos seguramente tienen relacidén con el nitrégeno.

La limitacion del nitrogeno en Atexcac y Alchichica permite el florecimiento
de la cianobacteria Nodularia spumigena; este florecimiento propicia la mayor
concentracion de nitratos en la superficie de agua de Atexcac (Arellano y Gonzalez,
2011) una vez que el amonio liberado por ella es transformado por bacterias
nitrificantes en el epilimnion 6xico. Falcon et al. (2002) al medir la fijacion del
nitrégeno en los microbialitos de Alchichica, describen que la menor tasa de fijacion
del nitrégeno por los microbialitos se da durante el florecimiento de N. spumigena,
es probable pensar que durante este evento los microbialitos no tienen necesidad
de fijar el nitrogeno, ya que pueden utilizar el fijado y liberado por esta alga

filamentosa.

En las cuencas de los lagos La Preciosa y Alchichica se realizan cultivos
temporales donde se aplican fertilizantes ricos en nitrdgeno, los cuales pueden
influir en la concentracién de este elemento por lavado y su dinamica en los
sistemas. Mientras en la cuenca del lago Atexcac la buena preservacion de la flora
circundante permite el suministro de materia organica y terrigenos ricos en nitrégeno
fijado por las fabaceas presentes (como arboles del género Mimosa y Prosopis),
que puede ser aportado de manera aléctona al sistema durante los procesos de

precipitacion pluvial, al tener pendientes pronunciadas.

El silice, es el compuesto mas abundante en la tierra después del oxigeno,
pero la mayor parte no se encuentra en forma disuelta, ya que forma parte de formas

minerales insolubles como feldespatos, cuarzo y silicatos (Canfield et al., 2005).

En los sistemas acuaticos es comun encontrar el silice de forma disuelta, coloidal y
articulada. La entrada principal de este a los sistemas acuaticos es a traves del
desgaste de rocas y minerales silicatados producido por las corrientes de agua
superficiales (Raven y Waite, 2004). La concentraciéon de silice disuelto es
dependiente del pH y pueden limitar el desarrollo del fitoplancton, especialmente las

diatomeas: existen reportes de que el silice es un nutrimento importante a magnitud (J1




del fésforo y nitrogeno (Ardiles et al., 2012), ya que estas utilizan este elemento de

manera esencial en la composicion de su pared celular (frustula).

En los lagos de estudio, excepto Alchichica, hay contenidos altos de silicatos,
coincidiendo con trabajos realizados anteriormente (Mancilla-Villa et al., 2014;
Kazmierczak et al., 2011; Zeyen et al., 2015). Las concentraciones en Atexcac y la
Preciosa son altas, esto hizo que los silicatos fueran el unico nutrimento que
presentara diferencias estadisticamente significativas con respecto a Alchichica

(figura 7).

En trabajos anteriores, Alchichica también habia presentado concentraciones
bajas de este nutrimento a pesar de su naturaleza volcanica (Kazmierczak et al.,
2011) y otros autores lo han reportado como un nutrimento limitante (Sigala et al.,
2017; Ardiles et al., 2012). Aunque los valores de precipitacion fluvial en la zona de
estudio son bajos, en Atexcac y la Preciosa es posible encontrar valores altos de
concentracion de silicatos, permitiendo pensar que las lluvias no son la principal
fuente de este nutrimento. Esta concentracion de silice disuelto, sumado al pH y la
concentracion de magnesio, permite a los microbialitos de Atexcac y La Preciosa
precipitar fases minerales Mg-silicatadas, como la kerolita (Zeyen et al., 2015;
Chagas et al., 2016).

10.2 El papel de las diatomeas en los microbialitos

Las diatomeas son el grupo fitoplanctonico que aporta la mayor biomasa en
la columna de agua, y su florecimiento se da en la época de circulacién, durante la
temporada invernal (Alcocer et al., 2008). En los microbialitos no hay tal
temporalidad, ya que las diatomeas de tipo benténicas se encuentran presentes
todo el tiempo en estas estructuras 6rgano-sedimentarias, con excepcidén de
Alchichica, donde no siempre fueron abundantes en comparacion con La Preciosa
y Atexcac, aunque para este lago, también se reporta la importancia de este grupo
en microbialitos esponjosos (Valdespino et al., 2018). La heterogeneidad

microambiental en la zona litoral puede condicionar la dominancia de algunas
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especies durante ciertas estaciones, lo que tendria que ser validado con un estudio

mas especifico.

Sin duda, segun las observaciones de este estudio, en Alchichica se
presentaron concentraciones bajas de diatomeas en los microbialitos superficiales,
posiblemente por la limitacion del silice en el lago (Ardiles et al., 2012), las
concentraciones bajas de silicatos que se encontraron en este estudio (Figura 7),
justifica lo anteriormente reportado. Sin embargo, no se encontré una relacion de
este parametro quimico con la riqueza de especies, debido a que a pesar de que en
Atexcac se registraron altas concentraciones de silicatos la riqueza de diatomeas

fue mas baja en comparacién con Alchichica.

En la columna de los tres lagos se han reportado florecimientos mono-
especificos de diatomeas del género Cyclotella durante la temporada de mezcla y
estratificacion temprana, y tienden a sedimentarse durante la estratificacion bien
establecida y tardia (Rosas, 2018; Moran, 2016; Ardiles et al., 2012). En esta
investigacion, que aborda a los microbialitos, también se registraron especies de
este género. De esta manera, puede decirse que los miembros Cyclotella son
organismos ticoplanctonicos, ya que puede vivir de manera pelagica y bentdnica
(Stal, 2010; Oliva et al., 2006).

Las diatomeas, durante estos florecimientos, son una parte importante de
carbono organico particulado que exceden la capacidad de depredacion por los
herbivoros y que por mortandad natural y procesos de sedimentacion son
exportadas al fondo del sistema durante la estratificacion. Al acumularse la materia
organica en el hipolimnion, se promueven condiciones anoxicas debido a la
limitacién de oxigeno disuelto no lograndose del todo la descomposicion de
diatomeas sedimentadas (Alcocer et al., 2008). En los microbialitos, a nivel de
microescala se dan diversos gradientes ambientales. Las diatomeas y otros
fotoautotrofos, como cianobacterias, dominan la capa superior del biofilm, por las
condiciones adecuadas de luz, nutrimentos, pH, entre otras. Estas células, y su
material extracelular, al perecer son exportadas a los estratos troficos inferiores; en

la transicion de éstos se dan diversos gradientes quimicos: el nivel intermedio;
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donde predominan condiciones anaerobias y habitan bacterias fotétrofas
anoxigeénicas, ej. bacterias purpuras del azufre, y el nivel inferior donde prevalecen
las condiciones andxicas y se encuentran bacterias con metabolismos quimiétrofos,

ej metanobacterias (Kumbrein et al., 2003; Roeselers et al., 2008).

Las diatomeas en ambientes pelagicos conforman la base de la red tréfica,
son consumidos basicamente por individuos eucariotes de mayor tamano, pero
también forman parte de la dieta de muchas bacterias heterotroficas (Amin et al.,
2012). En los tapetes microbianos donde se desarrollan estas algas sucede una
relacion de depredacion semejante (Tall et al., 2006), sumado a la estrecha
asociacion que hay de algunos heterétrofos a la degradacion del material
extracelular secretado por las diatomeas. La descomposicién del mucilago de

diatomeas es importante en los procesos de precipitacién (Winsborough, 2000).

Ademas del importante aporte de materia organica celular y extracelular, las
diatomeas pueden participar con varias acciones en la formacion de microbialitos.
Para producir su pared celular, frdstula, utilizan una enzima conocida como
anhidrasa carboxilasa, que se encarga de transformar el CO2 del ambiente en
carbonato, para la formacion de los polimeros de silice (Milligan y Morel, 2002). Esto

sin duda debe afectar en el desarrollo de microbialitos por parte de las diatomeas.

Esta pared celular peculiar de las diatomeas ha permitido su exitosa
fosilizacion y formacion de minerales, como la diatomita, importante en las ciencias
de la tierra y la industria. El pH del sistema donde habitan las diatomeas, al igual
que en su formacion, afecta la fosilizacion de las frustulas (Raven y Waite, 2004);
se ha descrito que, en sistemas basicos o alcalinos, con valores mayores a 8.7 de
pH, como en el caso de los lagos de estudio, el silice amorfo hidratado (Si(OH4)) de
la pared celular de las diatomeas es disuelta en su totalidad después de morir y de
ser consumido el ultimo resto de materia organica (Toullec y Moriceau, 2018). En
ambientes acidos, las frustulas de las diatomeas son facilmente preservadas. Estas

condiciones, se encuentran en el fondo del biofilm, como se vio anteriormente.

La composicion de minerales silicatados en los microbialitos modernos esta

esencialmente implicado con las diatomeas. En dos lagos de este estudio, La
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Preciosa y Atexcac, se han registrado minerales silicatados, como la kerolita
(MgsSisO10(OH)2-nH20) (Zeyen et al., 2015), su precipitacion esta asociada con la
disoluciéon de una gran cantidad de frustulas de diatomeas. La alta alcalinidad
permite la transformacién del silice amorfo hidratado al ion silicato (SiO(OH)s), que
se asocia a los cationes disponibles, anteriormente unidos por la matriz extracelular,

principalmente el Mg?* (Chagas et al., 2016).

Se han reportado diversos ambientes donde se desarrollan microbialitos con
diatomeas, y ademas de los sistemas Iéticos, es comun que se presenten en los
litorales, marinos y lacustres (Valdespino-Castillo, et al., 2018; Stal, 2010, Siqueiros-
Beltrones et al., 2013). También se han podido identificar a diatomeas que habitaron
estromatolitos fésiles (Raven y Waite, 2004) algunos datados del Cretacico Superior
(Chacon-Baca, 2002), justo cuando se cree que las diatomeas comenzaron a
colonizar los sistemas epicontinentales (Ruck et al., 2016; Sims et al., 2006). Sin
embargo, el florecimiento de estromatolitos se dio en el Precambrico, hace 3400
millones de afios, aun sin la aparicidn de las diatomeas (Reid et al., 2000). Se ha
descrito que la alcalinidad de algunos lagos, donde se desarrollan microbialitos
modernos, son similares a las del antiguo océano precambrico donde se
desarrollaron los antiguos estromatolitos (Stal, 2010), tal aseveracion permite
pensar que el desarrollo de las diatomeas es una caracteristica distintiva entre los

microbialitos modernos con sus ancestros del Precambrico.

10.3 Riqueza especifica de diatomeas en los microbialitos

De manera taxonomica suele dividirse a las diatomeas en centrales y
penadas. Las diatomeas centrales en los microbialitos de los tres lagos estuvieron
representadas por al menos una especie por lago del género Cyclotella. Las
diatomeas penadas se dividen en dos subclases; Fragilariophycidae, compuesto por
las diatomeas arafidas y Bacillariophycidae, formado por diatomeas monorafidas y
birafidas; las del primer tipo se encuentran representadas unicamente por

Pseudostaurosira brevistriata en los tres microbialitos y Fragilaria sp. en Atexcac. (J1
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La mayor parte de las diatomeas registradas presentaron un sistema de rafe
en una o ambas valvas, las diatomeas monorafidas en este estudio estuvieron
representadas en cada lago por una especie de Cocconeis; por otra parte, las
diatomeas birafidas, que se manifestaron como mayoria en los tres lagos, se
determinaron especies de los 6rdenes: Cymbellales, Naviculales, Mastogloiales y
Rhopalodiales. En La Preciosa y Alchichica se present6 ademas el orden

Surirelalles.

El rafe, consiste en un par de complejas aberturas cerca del centro de la
valva. A través de este las diatomeas bentdnicas obtienen la cualidad de
deslizamiento secretar mucilago por estas perforaciones. Al desplazarse la célula
sobre los sedimentos deja un rastro importante de polisacaridos (Mann et al., 2017),
que, si se desarrolla dentro de un tapete microbiano, forma una parte considerable
de la matriz organica. En las diatomeas monorafidas, como Cocconeis, la motilidad
es lenta y limitada, y la mayor parte del tiempo las células permanecen adheridas al
sustrato. En el caso de las birafidas, la velocidad del movimiento de las células

puede ser de hasta de 20 um s (Mann et al, 2017).

Organismos de Mastogloia, otro género de diatomeas birafidas, que en este
estudio presenté dos especies por lago, contienen en su interior organelos,
conocidos como partectas, asociados a la produccién de mucilago, el que es
secretado por unos poros especializados colocados a través del cingulo (Kociolek y
Spaulding, 2003).

En las diatomeas centrales, como Cyclotella, la locomocion esta asociada
con los poros colocados en el margen de la valva, conocidos como rimopartulas.
Sin embargo, el proceso de locomocion en estas diatomeas en habitos bentdnicos
es un tanto confusa, al igual que en diatomeas arafidas, como Pseudostaurosira.
Los dos tipos de diatomeas estan asociadas a un estilo de vida plancténico, y
pueden presentarse formando colonias de células (Oliva et al., 2008). Por estos
habitos, este tipo de diatomeas dependen de los movimientos del agua y carecen
de estructuras que les permitan un movimiento activo, con excepcion de las células

gaméticas masculinas de las diatomeas centrales, que poseen un flagelo. En efecto,
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las diatomeas se hunden al poseer una pared de silice, que tiene una densidad
mayor a la del agua. Para contrarrestar este proceso, algunas especies contienen
una vacuola muy grande que les permite intercambiar iones con el medio y
mantenerse a flote (Mann et al., 2017) ademas de depender de las mezclas

invernales o la turbulencia del agua.

En los microbialitos de los tres lagos, ademas de Cyclotella, se registré un
patrén similar de aparicion y abundancia relativa de los géneros: Epithemia,
Navicymbula, Mastogloia y Rhopalodia. El género Diploneis también se encontro en
los tres microbialitos, aunque no fue abundante, y la especie Pseudostaurosira
brevisitriata se registrd6 en los tres, sin embargo, solo fue abundante en los
microbialitos de La Preciosa. De las especies determinadas, de estos y los otros
géneros, no se presentd una referencia bibliografica de que habiten en otros
microbialitos. Con excepcién de Mastogloia smithii var. lacustris, que se ha
reportado como una especie importante para algunos microbialitos asociados a
humedales carsticos subtropicales (Gaiser et al., 2010), en esta investigaciéon

Mastogloia smithii var. lacustris fue dominante en los microbialitos de Alchichica.

En esta investigacién se encontraron especies compartidas entre los lagos,
lo que sugiere que estas pueden presentar habitos eurialinos, como el caso de
Navicymbulla pusila, que se presentd en los tres ambientes, uno subsalino y dos
hiposalinos. Muchos investigadores se han preocupado por conocer el paso de las
diatomeas, desde su origen en las aguas marinas, a las aguas continentales y los
diferentes gradientes de salinidad que permitieron su evolucién (Ruck et al., 2016;
Sims et al., 2006).

De acuerdo con los valores de conductividad y TSD, dos de los lagos de este
estudio Atexcac y Alchichica se categorizan como salobres en general e hiposalinos
por su concentracion menor a 10 g L™'; el lago La Preciosa con la clasificacion de
subsalino, puede encontrarse en situacidn de transicion de aguas dulces a salobres.
El lago La Preciosa, con 1.13 g L' de salinidad promedio en la zona litoral, presento
la mayor riqueza de diatomeas, con 23 especies, seguido de Alchichica, el lago mas

salino de este estudio, 7.04 g L' en promedio, con 18 especies; y Atexcac, que
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cuenta con condiciones salinas aproximadas a las de Alchichica, 6.08 g L en
promedio, presentd 13 especies. La comparacién de la riqueza especifica entre
Atexcac y Alchichica, permite pensar que bajo condiciones de hiposalinidad ésta
puede ser mas o menos equivalente a diferencia de lo que ocurrié en el ambiente

subsalino, donde la riqueza fue mayor.

Hasta ahora, no se habia realizado un estudio que abordase diatomeas de
los microbialitos de estos lagos. En los microbialitos de la laguna de Bacalar, otro
sistema acuatico mexicano, se determinaron hasta 68 especies de diatomeas, se
destaco la dominancia de especies de Denticula, y se registraron especies en
comun con los lagos maar de este estudio: como Cyclotella meneghiniana y
Mastogloia elliptica; y la ausencia de especies como Rhopalodia, Epithemia y
Surirella que de acuerdo con Siqueiros-Beltrones et al., (2013) debieran encontrase
en Bacalar, sin embargo estuvieron ausentes probablemente por ser géneros
alcaldfilos. Bacalar es un lago subsalino carstico, que presenta valores de pH de 7.8
(Valdespino-Castillo et al., 2018); menores a los determinados para los lagos de
este estudio. Denticula, en los lagos maar, estuvo representada por Denticula valida
en La Preciosa y Atexcac y una especie no identificada en Alchichica, con estas
comparaciones, este género parece presentar especies que se distribuyen en
microbialitos de ambientes carsticos, oligosalinos y subsalinos, ya sea con

dominancia de calcio o de magnesio.

En el lago Clifton en Australia, una laguna costera, donde se desarrollan
microbialitos modernos, con condiciones carsticas parecidas a Bacalar, salinidades
muy variables desde 15-26 g L', un pH de 8.2 y valores muy bajos de alcalinidad,
se han registrado diatomeas de los géneros Amphora, Cymbella, Mastogloia,
Navicula, Nitzschia y Synedra (Chagas et al., 2016). Los lagos oligosalinos
Alchichica y Atexcac tienen una similitud en la presencia de tres y cuatro géneros
de diatomeas respectivamente mientras en el lago subsalino La Preciosa,

concuerdan con cinco de los géneros en los que se incluyen a Cymbella y Nitzschia

El lago Pavilion, en Canadd, se presentan salinidades de 0.3 g L', lo que lo

caracteriza como un sistema dulce, alcalinidades bajas y pH de 8.2. En los
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microbialitos de este lago se presentan diatomeas de los géneros Gomphonema,
Cyclotella y Achnanthes (Chagas et al., 2016). Cyclotella registrada en los
microbialitos de los tres lagos maar que presentan salinidad variable indica que es
un género probablemenente eurihalino. Algo equivalente sucederia con
Gomphonema, aunque solamente se registro en el lago mas hiposalino, pudiéndose

hipotetizar una posible adaptacion mas de tipo especifica.

En los microbialitos del lago Van en Turquia, se reportaron los géneros
Rhopalodia, Surirella y Nitzschia. Este lago sédico, presenta alcalinidades muy
altas, con pH's mayores a 9.9, y condiciones de mesosalinidad (Chagas et al., 2016).
Estos géneros se presentaron en los lagos del presente estudio, donde Rhopalodia
se registr6 como dominante con diferentes especies. Estos géneros, al aparecer
son alcaldfilos. Sin embargo, la ausencia de determinacidén especifica en los
trabajos anteriormente citados no permite realizar comparaciones adecuadas,
debido a la alta diversidad especifica e infraespecifica que tienen muchos de estos
geéneros de diatomeas (Mann, 2017; Ruck et al., 2016; Gaiser et al., 2010).

En microbialitos fésiles, como los travertinos de Hierve el agua, Oaxaca, se
han identificado géneros similares (Wingsborough, 2000) a los lagos maar de
estudio. Estas estructuras se desarrollaron en un sistema Iético con altos contenidos
de calcio y se han identificado especies de los géneros Achnanthes, Amphora,
Cocconeis, Denticula, Gomphonema, Navicula y Nitzschia (Wingsborough, 2000),
coincidiendo con algunas especies encontradas en este estudio; como es

Cocconeis placentula.

La adaptacion de los eucariontes, como las diatomeas, a ambientes
hiposalinos, alcalinos o con limitacidn de nutrimentos, ha sido sumamente
controversial su paso de sistemas salinos a salobres, y muchos estudios afirman
que estos pueden adaptarse a estas y otras condiciones particulares por medio de
la transferencia de genes de parte de bacterias a eucariontes (Schénknecht et al.,
2013). Ademas, en muchas diatomeas se han encontrado relaciones de
endosimbiosis con diversos microrganismos; se han encontrado a bacterias w1

heterotréficas dentro de diatomeas del género Pinnularia; y cianobacterias en el QQ
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citoplasma de Epithemia y Rhopalodia. Esté organelo, coloquialmente proveniente
de una cianobacteria, que perdié su capacidad fotosintética, es conocido como
cuerpo esferoide y suministra de nitrégeno a la célula (Prechtl et al., 2004). Hasta
ahora es confuso el inicio de estas endosimbiosis, ya que la pared celular de las
diatomeas no les permite engullir a otras células (Mann. 2017), la separacion del

endosimbionte provoca la muerte de este (Nakayama et al., 2011).

Especies registradas en este estudio como, Epithemia turgida en los tres
lagos, Rhopalodia gibba, en La Preciosa, y Epitemia sorex en Alchichica, cuentan
con la caracteristica anterior (Nakayama et al., 2011). Por otro lado, en esta
investigacion se registraron especimenes de Nitzschia, en los microbialitos de La
Preciosa, género del que se han descrito habitos heterotrofos (Kamikawa et al.,
2018). Sus cloroplastos perdieron el pigmento, pero continuan presentandose, su

funcién aun no esta del todo clara (Mann et al., 2017).

10.4 Biopolimeros en la matriz celular y sus funciones.

Los microorganismos que componen la comunidad de los microbialitos son
capaces de producir material extracelular, o coloquialmente conocido como
mucilago o EPS. Las sustancias producidas en forma de polimeros tienen un peso
molecular amplio (desde 8 hasta mas de 1000 KDa) (Dupraz et al., 2009); y
conforman una porcién muy grande del total de biomasa en el tapete microbiano
(Tourney y Ngwenya, 2014). Este mucilago, ademas de otras funciones, es
producido como el resultado de un crecimiento desbalanceado causado por la
limitacion de nutrimentos. Por ejemplo, en algunos fotoautétrofos, una escasez o
deficiencia de nitrégeno (Pajares et al., 2017), como las condiciones de estos lagos
de estudio con caracteristicas oligotroficas o mesotroficas, resulta en el
estancamiento de la sintesis de proteinas mientras permanece la capacidad
fotosintética completa, el carbono fijado por este proceso no puede ser utilizado en
la sintesis de proteinas, por lo que obligatoriamente es transformado en
carbohidratos, y solo una pequefna cantidad de estos es almacenada en la célula,

como sustancia de reserva, en forma polisacaridos, como el glucogeno en
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cianobacterias y crisolaminarina en diatomeas. El exceso de polisacaridos es

secretado en forma de mucilago (Stal, 2010; Shnyukova y Zolotareva, 2017).

Ademas de esto, la secrecién de mucilago por los microorganismos influye
en un sinfin de procesos, y ha sido etiquetado como un éxito evolutivo que permitid
que los microorganismos se adaptaran a muchas condiciones ambientales
(Flemming et al., 2016). En los tapetes microbianos de los microbialitos, pueden
encontrarse distintos niveles de EPS, estos capturan o retienen nutrimentos
organicos e inorganicos; y en los niveles euféticos, acondicionan la intensidad y

onda de luz adecuada para organismos fotosintéticos (Tourney y Ngewenya, 2014).

Los polisacaridos que forman parte de la matriz han sido clasificados en tres
tipos segun su funcion: adhesion, proteccion y estructura (Limoli, 2015). Los
polisacaridos de adhesion, como los que secretan muchas diatomeas bentdnicas
(Mann, 2017), funcionan como un pegamento molecular que permite a los
microorganismos adherirse a superficies cubriendo la célula por completo en forma
de biofilm. También existen polisacaridos que dan proteccion a los microorganismos
de posibles desecaciones y ataques por parte de depredadores. Los polisacaridos
que tienen la funcion de estructura son aquellos que ordenan a la comunidad dentro
de un biofilm y son responsables de los micro-gradientes quimicos (Limoli, 2015;
Flemming 2016).

Ademas de polisacaridos, la matriz extracelular o EPS estd compuesta
principalmente de proteinas, lipidos, lipopolisacaridos y material genético (Dittrich y
Sibler, 2010). Hay una amplia variedad de proteinas que pertenecen a la matriz
extracelular. Estas, de igual manera, se diferencian de acuerdo con las funciones
que desarrollan. Existen proteinas estructurales que proporcionan estabilidad a la
célula y permiten el reconocimiento célula-célula. Otro tipo de proteinas, son las
enzimas que se involucran en la degradacion de otros biopolimeros exdgenos
solubles en agua, como polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, y algunos
insolubles en agua, como celulosa, quitina y lipidos. Estas enzimas permiten un

ambiente de sistema de digestion externo. Los productos de las moléculas
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degradadas estan entonces muy cerca de las células, lo que facilita la absorcidn
(Flemming, 2011).

Otro de los biopolimeros presentes son los lipidos, sus funciones son poco
claras, sin embargo, se asocian con la proteccion térmica y prevencion contra la
desecacion. Los acidos nucleicos, por otro lado, permiten la transferencia de genes
entre microorganismos, especialmente las bacterias; esto ocurre cuando
microorganismos secretan vacuolas con informacién genética, que es incorporada
por otro organismo a su ADN intracelular, estas interacciones pueden ser llevadas
a cabo por individuos de diferentes especies (Flemming et al., 2016). En adicién, el
ADN extracelular (ADNe), permite al consorcio de microorganismos realizar
diversos procesos, como la organizacién laminada y la percepcion de cuérum
(quorum sensing), una adaptacion que faculta la regulacion de genes y el control de
la densidad de poblacién (Decho, 2015).

Como anteriormente se sefalaba, la composicién de la matriz extracelular
estara dada por la suma de secreciones de todos los pobladores del consorcio,
ademas la muerte celular también contribuye en parte a los EPS que se encuentren
en el biofilm (Jakubovics et al., 2013). Se ha reconocido a los fotétrofos como
importantes productores de EPS, pero sin duda alguna, los procariontes
heterétrofos, que son los mas diversos dentro de un tapete microbiano, (Bolhius et
al., 2014; Gerbersdorf et al., 2009), tienen una aportacion importante en la
composicion de los EPS. Las bacterias heterotréficas, y diatomeas como Nitzschia,
secretan enzimas en forma de material extracelular, que les permite degradar
materia organica (Stal, 2012; Mann., 2017). Algunas enzimas son calcitrantres, y
pueden encontrarse peculiarmente en los biofilms dentales como ejemplo (Astasov-
Frauenhoffer et al., 2017). La degradacion de EPS por organismos heterétrofos

promueve la precipitacion de carbonatos en los microbialitos.
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10.5 Interpretacidon general de la coloracién de los microbialitos y de los
espectros de IR de su biofilm

La dominancia de diatomeas fue visible en el biofilm de La Preciosa, de tal
forma que los pigmentos particulares de estas algas como el B-caroteno y la
fucoxantina (Mann et al., 2017) permiten una coloracién naranja-dorada, que se
puede observar en las estructuras de los microbialitos de este lago (Figura 9a-b).
En Atexcac donde también se reconocieron cantidades grandes de diatomeas, se
pudo apreciar un color café-verdoso (Figura 9c-d). En Alchichica se reconocieron
coloraciones aun mas verdosas (Figura 9e-f), lo que apoya el registro escaso de
individuos de diatomeas, en comparacion con los otros microbialitos. De estos
matices en las coloraciones de pardo-dorado a verdes se puede inferir la presencia
de otros grupos de fitoplancton, como las cianobacterias que han sido descritas en

otros trabajos (Ragon et al., 2014; Kazmierczak et al, 2011; Couradeau et al., 2011).

Las lecturas del espectro de IR, correspondientes al biofiim de los
microbialitos, arrojaron diferentes caracteristicas entre los lagos. En la regién
fundamental se determinaron sefales caracteristicas de aminas primarias en La
Preciosa y Alchichica, y aminas secundarias en Atexcac. Ademas, que los tres
presentaron sefiales de hidroxilos y carbonilos. Los aminoacidos se componen de
los tres grupos funcionales mencionados anteriormente (Lehninger, 2000). En la
unién de aminoacidos para formar péptidos y proteinas se realiza un enlace
peptidico (Lehninger, 2000). El enlace peptidico es un enlace entre el grupo amino
(~NH2) de un aminoacido y el grupo carboxilo (-COOH) de otro aminoacido. Este
enlace implica la pérdida de una molécula de agua y la formacion de un enlace
covalente CO-NH (Lehninger, 2000). Por lo que las aminas primarias se
desprotonan en la union de los aminoacidos, y forman aminas secundarias, lo que
podria ocurrir en Atexcac, donde las cadenas de aminoacidos forman proteinas, a

diferencia de los que se observé en La Preciosa y Alchichica.

En los tres microbialitos se reconocieron senales relacionadas al amonio, sin

embargo, solo en La Preciosa y Atexcac se encontraron sefiales correspondientes
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a otras formas inorganicas de nitrogeno; como los nitritos y nitratos, esto sugiere la
presencia de metabolismos del nitrégeno en los microbialitos de estos lagos, como

lo han descrito otros autores (Alcantara et al., 2017, Pajares et al., 2017).

La intensidad de sefales de los alcanos (CH2y CHs) en La Preciosa fue
mayor en comparacion a los otros dos lagos; esto permite pensar en la presencia
de cadenas de polimeros muy largas formadas principalmente de alcanos
(CH2-CHz2). Biopolimeros como los lipidos tienen esta caracteristica, por lo que en
La Preciosa podria haber una cantidad grande de estos. Sefiales particulares de
carbohidratos también fueron determinadas en los tres lagos, basados en

referencias bibliograficas (ej. Valdespino-Castillo et al., 2018).

En los espectros de La Preciosa y Atexcac fue posible detectar senales
relacionadas con el mondéxido de silicio, una molécula importante en la formacion
de la pared celular de las diatomeas, (Asada et al., 2002; Jézéquel et al., 2000). En
Alchichica estas sefiales no se presentaron, lo que se puede asociar con una menor
densidad de diatomeas, la presencia de otro tipo de algas de acuerdo con la
coloraciéon registrada (Imagen 9 e-f), asi como una posible limitacién del silice
(Sigala et al., 2017; Ardiles et al., 2012).

Los procesos y funciones de cada biopolimero, que fueron mencionadas
anteriormente, pueden encontrarse en el biofilm de los tres tipos de microbialitos.
Sin embargo, no es posible afirmar la relacion exacta de estos, ademas de que
diferentes, factores como el tipo de organismos presentes, la luz, la salinidad, entre

otros, pueden afectar la composicién de los EPS.
10.6 Mineralizacion por la matriz extracelular

En muchos microbialitos modernos, como los de las Bahamas, se ha
sugerido que los biopolimeros secretados por los microorganismos en forma de EPS
son los responsables de la precipitacién de carbonatos (Dupraz et al., 2004). Sin
embargo, en otros sistemas acuaticos, se ha documentado que los EPS inhiben la
precipitacion de estos al ligar los cationes y disminuir la saturacion (Tourney y
Ngwenya, 2014).
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Después de muchos estudios enfocados en la matriz extracelular de
microbialitos, tapetes mono-especificos y cultivos de biofilm, se reconocié que los
EPS pueden realizar ambas cosas, la inhibicién y/o la promocion de la precipitacion
de carbonatos (Dittrich y Sibler, 2010; Dupraz et al., 2009); y que ademas son
capaces de atrapar y agregar particulas, como sedimentos y minerales formados

abidticamente (Tourney y Ngwenya, 2014).

Para conocer los procesos que se llevan a cabo en el biofilm, se han disefiado
diversos métodos de extraccion, cuantificacién y cualificacion (Felz et al., 2016;
Tourney y Ngwenya, 2014). La espectroscopia de IR ha sido uno de los
instrumentos cualitativos mas utilizados en investigaciones que abordan los EPS
(Valdespino et al., 2018; Dittrich y Sibler, 2010; Braissant et al., 2007), ya que se
presentan sefales de intensidad de energia en el espectro de IR, caracteristicas de

los enlaces componen los grupos quimicos funcionales.

Debido a la alta sensibilidad que tiene el espectroscopio de IR, por
experiencia de método se decidio utilizar la técnica de centrifugacion (Felz et al.,
2016), ya que extracciones quimicas podrian contaminar la muestra y distorsionar
las sefales. Ademas, se realiz6é una dialisis con una membrana de 8 KDa, esto para
mantener los compuestos mayores a este tamafo. Sin embargo, en otros trabajos,
se ha determinado que no es necesario un método de extraccién, y que las células
intactas te arrojan las mismas sefiales en el espectro de IR, que los EPS extraidos,

pero con una mayor intensidad (Tourney y Ngwenya, 2014)

En trabajos anteriores se ha determinado que los grupos funcionales
presentes en los EPS, como acidos carboxilicos (R-COOH), hidroxilos (R-OH) y
amina (R-NHx) estan relacionados con la inhibicion de precipitacion de carbonatos
al atraer y atrapar cationes metalicos como el Ca?* y el Mg?*, entre otros (Zhu y
Dittrich, 2016).

En condiciones alcalinas, estos grupos funcionales se desprotonan, pierden
un H* y quedan con cargas anidnicas. Los lagos de este estudio presentan

concentraciones altas de CO3y HCOs3, que probablemente afecten en las formas de Q)

S

| —

EPS. En los espectros de infrarrojo de La Preciosa (Figura 8), Atexcac (Figura 9) y




Alchichica (Figura 10) se encuentran sefiales de grupos funcionales
correspondientes a aminas primarias, aminas secundarias e hidroxilos; que se
podrian ver relacionados con la precipitacién de carbonatos. Segun Armienta et al.,
(2008): la dominancia de cationes en la superficie de los lagos son las siguientes:
en La Preciosa Mg?*>Na*>K*>Ca?*, mientras en Atexcac y Alchichica, al ser lagos
oligosalinos con tendencia a ser sodicos, se da una dominancia cationica similar
entre ellos Na*>Mg?*>K*>Ca?*. Asi la concentracién del sodio en Atexcac es 67
veces mayor que de la de calcio y en Alchichica es 213 veces mas alta esta

proporcion.

El por que se precipitan en su mayoria minerales de carbonato de calcio en
los microbialitos, como la aragonita y la calcita, aunque esta sal sea limitante es aun
desconocido. En trabajos anteriores se ha relacionado la precipitacion de

microcristales de aragonita con la matriz extracelular (Jones y Peng, 2014).

La degradacion de la matriz extracelular a través de enzimas por organismos
heterotrofos, como bacterias, fungi, diatomeas del género Nitzschia, entre otros,
promueve la precipitacion de carbonatos, al liberar los cationes anteriormente
ligados. El buffer de alcalinidad del sistema que transforma el COz2en COs y HCOs
y la alcalinidad que establecen algunos metabolismos microbianos, como la
fotosintesis, permite la union de estos cationes con las formas dominantes de

carbonatos o bicarbonatos (Zhu y Dittrich, 2016).
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11. Conclusion

En la estructura y formacién de los microbialitos de los tres lagos maar de estudio
son determinantes las diatomeas, las cuales presentaron riquezas y abundancias
diferenciadas en cada uno de ellos. Este grupo de algas ademas juegan un papel
determinante a través de la produccion de polimeros extracelulares (EPS), como

aglutinantes de los biofilms.

La riqueza de diatomeas dependié de manera general de las diferencias en
salinidad y alcalinidad por carbonatos, encontrando la mayor riqueza en el lago la
Preciosa que es subsalino y el menos alcalino, seguido de Alchichica que es el

ambiente mas alcalino, ademas de presentar la mayor salinidad de los tres lagos.

La abundancia de diatomeas en los microbialitos disminuyé de acuerdo con el
patron de salinizacién de los lagos, aunque también se asocioé para el caso de

Alchichica con una baja concentracion de silicatos.

Al presentar los lagos estados tréficos similares los macronutrimentos no
tuvieron aparentemente un papel determinante en la estructura y riqueza de
diatomeas, sin embargo, el nitrdgeno elemento limitante en estos cuerpos de agua,
mostré diferencias en las formas oxidadas las cuales no fueron registradas
unicamente en Alchichica a través de los espectros de grupos funcionales con

espectrofotometro FTIR.
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Anexo |. Referencias geograficas del muestreo de microbialitos.

Lago Coordenadas (UTM) Altitud
;gz gg' 1994ON 2178 m s.n.m.
La Preciosa ;20 gg g;g CN) 2180 ms.nm.
;$° gg ggi g 2175 m s.n.m.
;30 53 Z;g 2345 m s.n.m.
Atexcac ;30 g(; ?932NO 2340 m s.n.m
;32 ég 2017ON 2332 m s.n.m
;30 ég égg g 2309 m s.n.m.
Alchichica ;30 gg j?g (l\; 2323 m s.n.m.
;30 gg 32:’7(”)'\] 2315 m s.n.m.
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Anexo Il. Coleccién de Algas del Herbario Nacional MEXU

Epithemia turgida. (Ehrenb.) Kitz. 1844

4a

Localidad: Atexcac
Especie: Epithemia turgida
Largo: 38-113um

Ancho: 7-13 um

Estrias x 10pm: 11

Costa x 10pm: 5

Estrias entre costa: 2

SU1510 15.0kV 14.8mm x1.80k SE




Anexo lll. Lagos y estromatolitos

Imagen 1. Vista 180° de lago La Preciosa

Imagen 2. Vista exterior del lago La Preciosa
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Imagen 3. Microbialitos sumergidos del lago La Preciosa.

Imagen 4. Estructuras subfdsiles encontradas en el lago La Preciosa o_g

| —




Imagen 5. Vista inmersa de los microbialitos vivos del lago La Preciosa

Imagen 6. Cantidad de diatomeas en los microbialitos del lago La

Preciosa. (0 o]
U




Imagen 7. Lago Atexcac, durante el florecimiento de Nodularia
spumigena visto desde la parte superior del crater, se puede apreciar
“Las Derrumbadas” al fondo.

Imagen 8. Lago Atexcac visto desde la parte superior del crater, muestra g
la pronunciada pendiente. i




Imagen 9. Lago Atexcac visto desde la orilla durante el florecimiento de
N. spumigena; grandes cantidades de esta alga son arrastradas a la
zona litoral.

Imagen 10. Muestreo en el lago Atexcac.
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Imagen 11. Microbialitos subfdsiles en la pared expuesta del lago
Atexcac.

Imagen 12. Colecta de microbialitos en el lago Atexcac.
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Imagen 13. Vista exterior del lago Alchichica.

Imagen 14. Microbialitos subfdsiles en el lago Alchichica.
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Imagen 15. Microbialitos subfosiles en el lago Alchichica.

Imagen 16. Microbialitos vivientes del lago Alchichica.
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Imagen 17. Microbialitos vivientes en el lago Alchichica.

Imagen 18. Microbialitos vivientes en el lago Alchichica.
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Anexo IV. Diatomeas asociadas a los microbialitos de los lagos
La Preciosa, Atexcac y Alchichica

Cocconeis cf. placentula var. lineata (Ehrenberg) Van Heurck 1885, La Preciosa

Individuos monorafidos, valvas elipticas o casi circulares, 16-34 um de largo y 9-23
de ancho. Valva sin rafe con estrias mas gruesas, Valva con rafe se dibuja una zona
hialina entre el margen y el rafe. Rafe lineal, interrumpido al centro. Estrias 25-30
en 10 ym. Areolas con forma de punto o pequefios guiones, 8-10 en 10 ym.

Imagen 1.
A: Fotografia de microscopio de barrido. Vista interna de la valva arafida.

B: Fotografia con microscopio éptico. Vista de la valva que contiene al rafe

Denticula valida (Pedicino) Grunow 1885, La Preciosa y Atexcac

Diatomeas solitarias. Frustulas simétricas. Valvas lineales a lanceoladas, 13-34 pm
de largo (11-19 um en la bibliografia) y 3-6 ym de ancho. Cingulo con extensiones
en forma de onda adheridas a las fibulas. Fibulas dibujadas en microscopia de luz,
en microscopio electronico solo se observan en vista interna, 4-6 en 10 ym. Estrias
paralelas en el centro ligeramente radiadas en los apices; 22 en 10 um. Areolas
circulares, 6 en 3 ym de estria.

Imagen 2.

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva, que muestra el
rafe cercano al margen derecho.

B. Fotografia de microscopio optico. Vista valvar.

Denticula sp. 1, Alchichica
Imagen 3.

Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva.
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Nitzschia sp. 1, La Preciosa
Imagen 4.
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista interna de la valva.

B. Fotografia de microscopio de barrido. Muestra las fibulas cercanas al margen
ventral que externamente soporta al rafe.

Nitzschia sp. 2, La Preciosa
Imagen 5.

Fotografia de microscopio de barrido. Muestra las fibulas cercanas al margen
ventral que externamente soporta al rafe.

Nitzschia sp. 3, La Preciosa
Imagen 7

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista interna de la valva.
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Cymbella hantzschiana Krammer 2002, La Preciosa

Diatomeas solitarias. Valvas dorsiventrales con extremos redondeados. Margen
dorsal esta fuertemente arqueado; el margen ventral es débilmente céncavo,
llegando a ser casi plano en muestras mas pequefas. Rafe lateral, extremos del
rafe proximal se desvian ventralmente y terminan en poros débilmente inflados. Los
extremos del rafe distal se desvian dorsalmente en un angulo de 45 grados. Estrias
se irradian con mayor intensidad cerca de los apices, 9-11 en 10 um. Areolas
punteadas, 20-30 en 10 uym. Estigmas ausentes.

Imagen 7.
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva
B. Fotografia de microscopio de barrido. Curvas del rafe en el centro de la valva.

C. Fotografia de microscopio de barrido. Vista valvar interna. La parte central
muestra un nédulo.

D. Fotografia de microscopio optico. Vistas valvar.

Cymbella sp. 1, La Preciosa
Imagen 8.

Fotografia de microscopio optico. Vista valvar. Se muestran 6 estigmas en el centro.
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Cymbella sp 2, La Preciosa
Imagen 9
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista valvar.

B. Fotografia de microscopio de barrido. Muestra el nodulo central desde la vista
interna.

Cymbella sp 3, Atexcac
Imagen 10.

Fotografia de microscopio de barrido. Vista valvar.

Navicymbulla pusila (Grunow) Krammer 2003; La Preciosa, Atexcac y Alchichica

Diatomeas solitarias. Valvas moderadamente dorsiventrales con un margen dorsal
arqueado y un margen ventral plano o ligeramente convexo. Rafe recto y débilmente
lateral, con extremos proximales externos y fisuras terminales enganchadas al lado
dorsal. Estrias se irradian en el centro de la valva, convergiendo en los extremos,
18-22 en 10 ym. Areolas transapicalmente alargadas y 45-55 en 10 uym.

Imagen 11.

Ay B. Fotografias de microscopio de barrido. Muestra la vista valvar exterior.
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Gomphonema sp 1, Alchichica y La Preciosa
Imagen 12.
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa valvar.

B. Fotografia de microscopio 6ptico.

Mastogloia calcarea S. S. Lee, E. E. Gaiser, B. Van de Vijver, M. B. Edlund &
Spaulding 2014; La Preciosa

Diatomeas solitarias. Valvas linear lanceoladas, 36-48 uym largo y 8-10 um ancho.
Rafe recto a ondular en la parte central, terminacién del rafe curvo hacia el mismo
lado en ambos apices. Estrias radiadas, 19-20 en 10 ym.

Imagen 13.
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva

B. Fotografia de microscopio de barrido Vista de la valva externa, y del cingulo

Mastogloia elliptica (C. Agardh) Cleve 1893; Atexcac y Alchichica

Diatomeas solitarias. Valvas lanceoladas o linear lanceoladas 19-45 ym largo y 8-
15 um ancho, apices redondeados. Estrias radiadas, 14-17 en 10 ym conformadas,
rafe curveado a lo largo de la valva con terminacién hacia el mismo lado en los
apices. Partectas numerosas y del mismo tamafio.

Imagen 14.
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva

B. Fotografia de microscopio de barrido. Vista interna de la valva y partectas
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Mastogloia pseudosmithii S. S. Lee, E. E. Gaiser, B. Van de Vijver, M. B. Edlund
& Spaulding 2014; La Preciosa

Diatomeas solitarias. Valvas elipticas lanceoladas 35-37 ym largo y 11 pym ancho,
apices rostrados. Rafe recto con una curvatura mediana. Estrias ligeramente
radiadas y paralelas en los apices 16 -17 en 10 ym. Areolas redondas

Imagen 15

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva, estrias casi
paralelas

B. Fotografia de microscopio de barrido. Nédulo central

Mastogloia smithii var. lacustris Grun Thwaites ex W.Smith 1856; Alchichica

Diatomeas solitarias. Valvas lanceoladas a ligeramente elipticas, 32-39 um largo y
12 um ancho. Apices alargados no capitados, curvados. Rafe parcialmente recto
con terminaciones distales curvas que se desvian hacia el mismo lado. Estrias casi
paralelas, poco radiadas hacia los apices, 24 en 10 ym. Areolas redondas. Partectas
todas del mismo tamarfo 6 en 10 pm.

Imagen 16A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva

B. Fotografia de microscopio de barrido. Vista interna de la valva, partectas y costa
axial.

Diploneis sp. 1; La Preciosa, Atexcac y Alchichica

Largo 17 - 28 um; Ancho 6 - 10 um; Estrias 18 - 24 en 10 ym
Imagen 17

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva

b. Fotografia de microscopio 6ptico. Vista valvar
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Navicula cf. oblonga (Kutzing) Kutzing 1844; La Preciosa

Diatomeas solitarias. Valvas lineares a lineares-lanceoladas, 46-114 uym largo y 11-
13 um ancho. Apices redondeados, 7-9 um ancho. Rafe recto que se extiende a lo
largo del eje axial en la superficie valvar. Estrias radiadas ligeramente sigmoideas,
7-12 en 10 pym.

Imagen 18
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva.

B. Fotografia de microscopio 6ptico. Vista valvar.

Navicula sp.1; Atexcac

Largo: 20 ym; Ancho: 5 pym; Estrias x 10um: 16-17; Puncta x 10 ym: 40

Imagen 19. Fotografia de microscopio de barrido Vista externa de la valva

Pinnularia brebissonii (Kitzing) Rabenhorst 1864; La Preciosa y Alchichica

Diatomeas solitarias. Valvas fusiformes ligeramente elipticas, 33 — 41 ym largoy 8
pMm ancho, Zona hialina en la parte central, se extiende a lo ancho de la valva. Rafe
recto. Estrias radiales, 16 — 19 en 10 pym.

Imagen 20. Fotografia de microscopio 6ptico. Vista valvar y muestra la zona hialina
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Pinnularia sp. 1, La Preciosa

Largo: 140 uym; Ancho: 25 uym; Estrias x 10 pm: 1

Imagen 21. Fotografia de microscopio de barrido Vista interna de la valva muestra
al rafe la helictoglosa y una zona hialina.

Epithemia adnata (Kutzing) Brébisson 1838; Atexcac

Diatomeas solitarias. Valvas ligeramente dorsiventrales con el margen ventral casi
recto y el dorsal claramente convexo, 33 — 65 ym largo y 7 — 9 um ancho. Rafe
arqueado, corre a través del margen ventral y se extiende hasta la parte media de
la frustula. Costas 2-3 en 10 um. Estrias 14 en 10 ym

Imagen 22.

Ay B. Fotografias de microscopio optico. Vista externa de la valva muestra al rafe
arqueado en el centro de la valva

Epithemia turgida (Ehrenberg) Kutzing 1844; La Preciosa, Atexcac y Alchichica

Diatomeas solitarias. Valvas dorsiventrales, 57 — 95 ym largo y 10 — 12 ym ancho
margen ventral recto o ligeramente céncavos. Apices levemente capitados. Rafe
arqueado y se encuentra a lo largo del marquen ventral. Costas 3-4 en 10 um.
Estrias 11 en 10 pm

Imagen 23 La Preciosa
A. Fotografia de microscopio de barrido Vista valvar

B. Fotografia de microscopio de barrido Vista del cingulo muestra dos diatomeas
unidas por la valva.
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Epithemia sorex Kitzing 1844; La Preciosa y Alchichica

Diatomeas solitarias. Valvas dorsiventrales, margen ventral ligeramente concavo y
el dorsal convexo, 24 pm largo y 13 ym ancho. Apices capitados y curvados hacia
el dorso. Rafe arqueado, cercano al margen dorsal. Costas dos en 10 ym. Estrias
12-16 en 10 ym, y 2-3 en una costa.

Imagen 24.

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva muestra al rafe
arqueado.

B. Fotografia de microscopio 6ptico. Vista valvar y costas.

Rhopalodia gibba (Ehrenberg) O. Muller 1895; La Preciosa

Diatomeas solitarias. Valvas con forma de corchete, en vista cingular rectas,
ligeramente mas anchas en el centro, 74 — 168 ym largo y 13 um ancho. Apices
anchos redondeados. Rafe se extiende a lo largo del margen dorsal. Estrias
ligeramente radiadas, paralelas entre si, 16 — 18 en 10 uym.

Imagen 25. La Preciosa
A. Fotografia de microscopio de barrido.

B. Fotografia de microscopio éptico.

Rhopalodia gibberula (Ehrenb.) O. Mull. 1895; La Preciosa

Diatomeas solitarias. Valvas curvas, que presentan muescas en el medio del
margen dorsal, 12 — 40 ym largo y 3 — 11 ym ancho. Apices redondeados o agudos
y ligeramente alargados. Rafe poco visible, curvado y se extiende a lo largo del
margen dorsal. Estrias radiales, 17 en 10 uym.

Imagen 26. Fotografia de microscopio de barrido. Vista valvar, muestra el canal del
rafe en el dorso de la valva.
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Rhopalodia musculus (Kutzing) Otto Muller 1900; Atexcac y Alchichica

Diatomeas solitarias. Frustula eliptica en vista cingular con una pequefia muesca en
el dorso. Valvas redondas en el borde dorsal fuertemente convexas, 36 um largo y
10 ym ancho. Rafe curvado que se extiende a lo largo del borde dorsal de la valva.
Estrias radiadas, 19 en 10 ym.

Imagen 27. Atexcac
A. Fotografia de microscopio de barrido Vista externa de la valva.

B. Fotografia de microscopio de barrido Vista del cingulo, muestra la forma eliptica
del dorso de ambas valvas.

Rhopalodia sp1; Alchichica
Largo 17- 28 ym; Ancho 7 um; 19 Estrias en 10 ym

Imagen 43. A. Fotografia de microscopio de barrido Vista del cingulo.
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Campylodiscus sp 1; Alchichica
Largo 104 ym; Ancho 96 pm; Estrias 2 en 10 ym

Imagen 29. Fotografia de microscopio de barrido

Surirella sp 1 La Preciosa, Alchichica
Largo: 113 pym

Imagen 30. Fotografia de microscopio de barrido

Amphora sp1; ALC
Largo 28 pm; Estrias 21 en 10 pm

Imagen 31. Fotografia de microscopio de barrido. Vista del cingulo
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Fragilaria sp 1, Atexcac
Imagen 32.

Ay B. Fotografia de microscopio de barrido. Vista interna valvar

Pseudostaurosira brevistriata (Grunow) D. M. Williams. La Preciosa, Atexcac y
Alchichica

Diatomeas solitarias o coloniales. Valvas sin rafe, lanceoladas, en los especimenes
grandes, a linear, en los especimenes pequefos; con terminaciones rostradas; 7-
22 ym de largo y 2-5 ym de ancho. Vista valvar aplanada. Vista cingular rectangular,
en ella se aprecian las espinas que permiten la formacion colonias. Estrias cortas,
todas distintas, compuestas de areolas anchas, 15-24 en 10 pm.

Imagen 33.

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa valvar, se muestran las
espinas.

B. Fotografias de microscopio éptico.
Cyclotella alchichicana Oliva, Lugo, Alcocer & Cantoral, 2006, Alchichica

Diatomeas solitarias. Frustulas con forma de tambor en vista cingular. Valvas
circulares, 25-60 um, en vista externa se muestra una division en dos zonas; la zona
marginal que ocupa un tercio del radio de la valva y la zona central. Zona marginal
con estrias radiadas. Estrias compuestas de 2-6 filas de areolas alargadas, 8-10
estrias en 10 uym, entre estrias se aprecia una zona elevada conocida como
interestria. Interestria. Espinas o rimoportulas dispersas en el margen, usualmente
coinciden con las interestrias, raramente con las estrias. Zona central con lineas
radiales, onduladas en direccién de las estrias marginales, y con aberturas externas
correspondientes a las furtoportulas. Fultoportulas varias, en vista externa se notan
como hendiduras que carecen de proyeccion externa; en vista interna se dibujan
como dos labios oblicuos.

Imagen 34.

A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista externa de la valva, se muestra la
zona marginal y la zona central

B. Fotografia de microscopio de barrido. Zona marginal de la valva, se muestran las
estrias e interestrias; ademas de las rimoportulas, o vulgarmente conocidas como
espinas, por donde son capaces de secretar mucilago o unirse colonialmente.
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Cyclotella choctawhatcheeana Prasad 1990, Atexcac y Alchichica

Diatomeas solitarias o coloniales; coloniales dos a tres individuos. Frustulas con
forma de tambor en vista cingular. Valvas circulares, 6-8 ym, diferenciada en dos
zonas, central y marginal. Zona central coliculada, con elevaciones y hendiduras
que corresponden con las fultoportulas. Zona marginal compuesta por estrias
iguales en largo. Estrias compuestas por dos, en el margen, a tres filas, hasta el
centro de la valva, 17 estrias en 10 ym. Fultoportulas presentes, 2-4 en el area
central; 7-14 en el area marginal que se presentan cada dos a cuatro costas en vista
interna. Espinas ausentes

Imagen 35
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista valvar externa

B. Fotografias de microscopio de barrido. Vista valvar interna, se muestran las
costas y fultoportulas marginales

Cyclotella cf. meneghiniana Kitzing 1844; La Preciosa

Valvas circulares, 8-15 ym de diametro. El margen de la valva tiene estrias
conspicuas cada una formada por ocho filas de areolas poroides- Estrias
marginales, 5 por 10 um, se irradian, se elevan y se alternan con interestrias
hundidas. Espinas marginales, colocadas en las interestrias.

Imagen 36
A. Fotografia de microscopio de barrido. Vista valvar externa

B. Fotografia de microscopio de barrido. Se muestran las espinas en las interestrias
marginales.
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