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Resumen

El ciclo de vida de la mayoria de las diatomeas centrales es muy peculiar, ya que implica una reduccién
paulatina del tamafio celular a lo largo de multiples divisiones vegetativas. Para restablecer el tamafio
de las células, las diatomeas se reproducen sexualmente, con la formacién de un cigoto o auxospora; la
auxospora desarrollarda una célula inicial de tamafio maximo, que reiniciara el ciclo de divisiones
vegetativas. Cyclotella alchichicana es una diatomea central endémica del lago Alchichica, donde
constituye la mayor parte de la biomasa fitoplancténica durante el florecimiento de invierno y en el
maximo profundo de clorofila durante la estratificacion. A pesar de haber sido observada durante
varios afios, hasta la fecha no se tiene evidencia de su fase sexual en la naturaleza, como ocurre con la
mayor parte de las especies de diatomeas. En este trabajo de investigacion, se probd bajo condiciones
de laboratorio si el incremento gradual en la salinidad desde la original de 8.7 gLt a 11y 14 g L*!
inducia la formacién de auxosporas. Ademas, se realizé una buUsqueda de auxosporas y células iniciales
en muestras de campo y se registré la frecuencia del didmetro de la frustula a lo largo de un ciclo
anual. La auxosporulacion se presentd Unicamente en la salinidad natural de Alchichica cuando las
células tuvieron el tamafio el adecuado, independientemente de la manipulacién de la salinidad. La
morfologia de la célula inicial, la auxospora y el ciclo de vida de C. alchichicana son similares a otras
especies de diatomeas como C. menenginiana, C. quillensis y Thalassiosira punctigera. El mecanismo
por el que se formaron las auxosporas no pudo establecerse debido a que no se observaron los

gametos porque el proceso fue rapido.

La distribucién de tamafios a lo largo del ciclo anual y la presencia de células iniciales en campo,
sugieren que la reproduccion sexual se presenta de manera natural en la mayoria de los meses. Es
probable que cuando las diatomeas presentan tamafios pequefios, el copépodo Leptodiaptomus
garciai se alimente de ellas interrumpiendo la fase sexual del ciclo, disminuyendo el nimero de células

iniciales que pueden observarse en el lago Alchichica .




Introduccion

Las diatomeas son algas microscdpicas unicelulares que presentan como caracteristica particular una
pared celular de silice que encierra una célula eucarionte. Los componentes de silicio comprenden una
frdstula, la cual consiste de dos mitades superpuestas llamadas tecas. Cada teca a su vez consiste en la
valva y una pared lateral hecha de una serie de tiras o anillos llamada cingulo. La valva mas antigua y su
cingulo se denominan epiteca y la valva mas joven con su cingulo se Illama hipoteca (Figura 1). Las
valvas pueden estar ornamentadas o perforadas. La funcion de la frustula es proteger, facilitar rutas
para la captacion de nutrientes, el intercambio gaseoso vy la secrecién de productos celulares (Seckbach

y Kociolek, 2011).
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Figura 1. Estructura de la frustula en vista valvar y cingular.

La distribucion de las diatomeas en los ambientes acuaticos es muy amplia debido a que toleran
condiciones ambientales variadas en pH, salinidad, diferentes temperaturas e intensidades de luz,
entre otras. Las diatomeas cumplen una importante funcion ecoldgica en los océanos y lagos, como
fijar grandes cantidades de didxido de carbono, intervienen en el ciclo del silicio (Cherpunov et al.,
2004), ademads de sintetizar carbohidratos y aceites como productos fotosintéticos de reserva que
sirven como una fuente de alimento para el zooplancton dentro de la cadena alimenticia (Seckbach y

Kociolek, 2011; Sadava et al., 2009).

Por otra parte, se han realizado numerosos estudios acerca de la morfologia del género Cyclotella para
la descripcion de nuevas especies; sin embargo, pocas especies han sido estudiadas a detalle en sus

ciclos de vida (Meyer et al., 2001), ya que durante la fase sexual del ciclo de vida de las diatomeas, la




morfologia de las células es diferente a la de la fase vegetativa, por lo que es necesario realizar el

seguimiento detallado de esta fase del ciclo en condiciones controladas.

Las diatomeas son organismos diploides en todas las etapas de su ciclo, excepto por sus gametos, que
son haploides y deben combinarse con otro gameto sexualmente compatible para originar una nueva

célula diploide (Kaczmarska et al., 2013). Por lo tanto, el ciclo de vida se divide en dos fases principales:

1) Fase vegetativa: es larga y puede durar meses e incluso afios. Durante esta fase la célula se divide
por mitosis y con cada divisidn se forman dos nuevas valvas mientras que la célula esta totalmente
rodeada de la pared intacta de la célula madre, por lo cual esas valvas nuevas son necesariamente mas
pequefias (Figura 2). Por lo tanto, cada una de las células resultantes tendrd una de las valvas de la
célula madre, que formara la epiteca, y una valva nueva mads pequefia que serd la hipoteca. A largo
plazo, esta fase implica la produccion de células cada vez mas pequefias y una reduccién en el tamafio

promedio de la frdstula en la poblacion.
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Figura 2. Fase vegetativa o asexual del ciclo de vida de una diatomea comun. Esquemas basados en
Seckbach y Kociolek (2011).




2) Fase sexual: esta dura unos cuantos dias y normalmente involucra recombinacion genética y el
restablecimiento en el tamafio celular (Drebes, 1977). Durante esta fase, las células de menor talla
producen gametos de ambos sexos para fecundarse y formar un cigoto llamado auxospora, que al
terminar su desarrollo se convertird en una célula inicial que reiniciara al ciclo (Figura 3).

Generalmente a la célula dentro de la cual se desarrollé la auxospora se le denomina preauxospora. La
auxospora es la célula especializada que tiene la capacidad de expandirse de manera muy controlada.
La forma de la auxospora depende de la forma de la célula vegetativa y en las diatomeas centrales

tiene forma esférica y presenta escamas (Kaczmarska et al., 2013).

La célula inicial es la primera célula vegetativa generada dentro de la auxospora madura, en donde se
forma una nueva frustula con sus valvas iniciales. Normalmente, cada valva inicial se forma por mitosis
acitocinética. La célula inicial es diploide y tiene hasta dos nucleos picnéticos, los cuales presentan la
cromatina condensada y pueden fragmentarse. Las valvas de la célula inicial se diferencian
morfolégicamente de las preauxosporas debido a que las primeras se formaron dentro de la auxospora

y las preauxosporas dentro de otra célula vegetativa (Kaczmarska et al., 2013).

Una vez que ha terminado la formacién de la célula inicial, comienza la fase de divisién vegetativa
descrita antes. Hay un periodo refractario al comienzo del ciclo de vida en el cual las células de mayor
tamafio seran incapaces de reproducirse sexualmente y formar auxosporas independientemente de las
condiciones ambientales. Sélo cuando las células disminuyen de tamafio por debajo de un cierto
umbral critico pueden ser sexualizadas, llegar al umbral de tamafio sexual es una condicion necesaria,
pero no suficiente para que tenga lugar la reproduccion sexual y puede estar sujeta a ciertas
condiciones. Por ejemplo, se ha demostrado que alterando artificialmente el tamafio celular mediante
manipulaciones nutricionales, estas disminuyen su tamafio e inician la reproduccion sexual (Stoch,
1965 en Chepurnov et al., 2004). Sin embargo, existe una gran cantidad de especies en las cuales no se
ha observado la reproduccién sexual y en muchos casos se desconoce el efecto de las condiciones

ambientales en este proceso (Seckbach y Kociolek, 2011).




Desarrollo de la auxospora 0 cigoto

@
e
- o —
= |
Fertilizacién |£le |
Fase sexua ‘ |
T
v
Preauxospora I O
‘\
"L] Auxospora
* |‘ ® |«
Ll
Meiosis Célula inicial
(Formacion de (tamafio maximo)
gametos )

Figura 3. Fase sexual del ciclo de vida de una diatomea central. Esquema basado en Seckbach vy

Kociolek (2011).

Por otra parte, existe otro mecanismo por el cual la célula restaura su tamafo al maximo, conocido
como agrandamiento celular vegetativo y se reporta en Coscinodiscus wailesii. Consiste en la expansion
del protoplasto que encierra la frustula y una nueva formacion de esta se considera un tipo de
reproduccién asexual, sin la formacién de auxospora, ya que no ocurre meiosis dentro de la célula. La
morfologia de este tipo de célula no se diferencia del resto de las células vegetativas, salvo porque

presenta un tamafio mayor (Kaczmarska et al., 2013).
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Figura 4. Agrandamiento vegetativo. Esquemas basados en Kaczmarska et al. (2013)

En la literatura se han registrado varios tipos de reproduccion no vegetativa en diatomeas, en los que

varia el origen de la auxospora:

1) Alomixis

Es un tipo de reproducciéon completamente sexual, donde la fecundacién ocurre entre gametos
provenientes de diferentes células individuales. Los gametos pueden derivarse de células de diferentes
clones o del mismo clon, siempre y cuando los gametos sean compatibles. Dado que la fecundacién se
produce entre células distintas, los gametos son liberados al medio. Las diatomeas producen varios
tipos de gametos: 1) los isogametos que son morfofisiolégicamente idénticos, en el que la fecundacion
es isogama; 2) los anisogametos son morfoldgica vy fisiolégicamente distintos y la fecundacion es
odgama, por ejemplo, un espermatozoide mdévil y pequefio con la capacidad de desplazarse con mas
facilidad hacia un ovulo grande (Kaczmarska et al.,, 2013). En algunas diatomeas que forman
anisogametos, el évulo puede estar encerrado y solo una pequefia parte del évulo estd expuesto al
exterior para permitir la fecundacion, como ocurre en Leptocylindrus danicus y Melosira moniliformis
(Kazmarka et al., 2013). También puede ocurrir que el oogonio esté abierto y exponga una gran area
para la fecundacién, por ejemplo, en Atteya decora (Drebes, 1977); o libere al medio los dvulos,

haciendo que toda la superficie esté libre, como sucede en Ditylum brightwellii (Koester et al., 2007).
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2) Automixis

Es una forma de sexualidad reducida y la recombinacién genética se produce por la fertilizacién entre
gametos o nucleos haploides provenientes de la misma célula, se considera una forma extrema de
endogamia. Este tipo de reproduccion puede ser facultativa, o puede ser obligatoria (Cherpunov et al.,

2004).

Existen dos tipos de automixis: la autogamia y la pedogamia. La autogamia consiste en la fusién de dos
nucleos gaméticos después de la meiosis II; los dos nucleos de fusion puede ser cualquier nucleo de los
cuatro formados durante la meiosis I, como se ha observado en Cyclotella meneghiniana (Kaczmarska
et al., 2013). La pedogamia es la fusidon de dos gametos producidos por un mismo gametangio; para
que este proceso ocurra, la citocinesis debe ocurrir dentro del gametangio y esto aparentemente

sucede en la meiosis | (Kaczmarska et al., 2013).

3) Apomixis (asexual)

En este tipo de reproduccidn, la auxospora se forma de manera diferente, ya que la meiosis es
remplazada por una pseudomeiosis; este proceso involucra la condensaciéon de los cromosomas
durante la profase de la meiosis, pero en este caso no se reduce el nimero de cromosomas. Después,
la célula se divide por mitosis o por la diferenciacién de un pseudocigoto (Kaczmarska et al., 2013). Este
tipo de reproduccién se refiere asi por analogia con plantas superiores, en donde el términoapomixis
generalmente se asocia con asexual, y la reproduccién se da a través de semillas, por lo que la meiosis
y la fecundacién no ocurren; por ejemplo, Achnanthes cf. subsessilis presenta las mismas
caracteristicas de auxosporulacion que hay en especies de Achnanthes sexuales, excepto que la

fecundacidén y la meiosis han sido eliminadas de este proceso (Koen et al., 2004).

4) Partenogénesis haploide

La partenogénesis haploide es un tipo de reproduccion facultativa de algunas diatomeas penadas
alégamas; en este tipo, algunos gametos haploides que no se fusionaron pueden convertirse en
auxosporas, e incluso pueden formar una teca inicial, pero no se han observado en poblaciones
naturales (Kaczmarska et al., 2013); los ejemplos gue mencionan Cherpunov et al. (2004) son: Cymbella

cesatii, Achnanthes longipes y Licmophora sp., todas ellas bajo condiciones de cultivo.

11
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Antecedentes y justificacion

Cyclotella alchichicana Oliva, Lugo, Alcocer & Cantoral 2006 es una diatomea endémica del lago crater
Alchichica, ubicado en el estado de Puebla. Esta diatomea central constituye la mayor parte de la
biomasa fitoplanctdnica durante el invierno, mientras que en la época de estratificacion forma un
maximo profundo de clorofila metalimnético (Ortega-Mayagoitia et al., 2011). A pesar de que la
poblacion de C. alchichicana se ha estudiado continuamente desde hace varios afios, hasta el
momento no se han observado auxosporas u otros indicios de reproduccion sexual in situ (MG. Oliva
2016, comunicacioén personal), aunque si en condiciones de laboratorio en marzo del 2016 observacion

personal.

La auxosporulacion se ha observado en distintas condiciones en especies del género Cyclotella. Por
ejemplo, en C. ocellata se asocia a incrementos en la disponibilidad de nutrientes, produciendo
cambios en el tamafio celular de la poblacién a lo largo de un ciclo anual (Pérez-Martinez et al., 1992).
En C. meneghiniana ha sido posible inducir la produccién de auxosporas con un incremento en la

concentracién de sales disueltas (Shirokawa y Shimada, 2013).

En los ambientes acuaticos, el tamafio de los organismos es importante dentro de las redes tréficas. La
mayor parte de la biomasa de C. alchichicana no es depredada de manera significativa por el
zooplancton presente, constituido por dos especies de rotiferos y el copépodo calanoide
Leptodiaptomus garciai (Ortega-Mayagoitia et al., 2011) debido a su gran tamafio (didmetro 35 — 63
um; promedio 49 um, n = 100; Oliva et al.,, 2006), por lo que la mayor parte de su biomasa se
sedimenta hacia el fondo (Ardiles et al., 2012). Sin embargo, es probable que en invierno, cuando las
hembras de L. garciai son mas grandes (Ortega-Mayagoitia et al., 2018) puedan alimentarse de algunas
células de C. alchichicana, sobre todo de las de tamafios mas pequefios (Ortega-Mayagoitia et al., datos
no publicados). Por lo tanto, la variacién del tamafio de esta diatomea, debido a su ciclo de vida a lo
largo del tiempo, puede influir en su destino en la red tréfica del lago, pero hasta el momento no se ha

investigado la variabilidad temporal en el tamafio de las fristulas.
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En vista de lo anterior, es necesario realizar un seguimiento detallado de esta diatomea en el lago
Alchichica, ya que se han observado auxosporas en condiciones de laboratorio, por lo que es necesario
hacer seguimiento de experimentos, con miras a describir su ciclo de vida, incluyendo la descripcion de
la fase sexual y los cambios temporales en la distribucidon de tallas dentro de la poblacion. A partir de
esta informacién se tendra un panorama mas completo de la biologia de la especie y sus posibles

interacciones dentro de la comunidad pelagica del lago Alchichica.

Objetivo general

Describir el ciclo de vida de la diatomea central Cyclotella alchichicana.

Objetivos particulares

1. Inducir experimentalmente la reproduccion sexual de C. alchichicana y describir las
caracteristicas de los gametos, preauxosporas y auxosporas.

2. Describir la abundancia y variacion en el didmetro de las frustulas de C. alchichicana a lo largo
de un ciclo hidrodindmico anual.

3. Documentar la ocurrencia de la reproduccién sexual de C. alchichicana en el lago Alchichica.

Sitio de estudio

El lago Alchichica, es un lago crater de la meseta Mexicana (19°24'22"N y 97°23'52", a 2300 m s.n.m.),
tiene forma circular con un drea de 2.3 Km?, su profundidad maxima es de 62 m (Filonov et al., 2006).
El cuerpo de agua es hiposalino (media = 8.7 £ 0.9 g L?) (Ciros-Pérez et al., 2015), presenta un pH=9 *
0.1) con una alcalinidad total de 37 meq It dominados por sodio, magnesio e iones de cloro-
bicarbonato (Vilaclara et al., 1993, Citado en Adame et al., 2008). La temperatura del aire anual fluctia
de -5.5 a 30°C, con un valor medio de 14.4 °C (Garcia, 1988). El lago es oligotréfico (Ramirez-Olvera et
al., 2009, Citado en Ardiles et al., 2012) y monomictico calido, presenta un periodo de mezcla durante
los meses de enero a marzo (temperatura de 14.8 + 0.4 °C) y otro de estratificacién que va de junio a

noviembre (epilimnion: 17.2 + 1.4 °C; metalimnion: 16.1 + 1.3 °C; hipolimnion: 14.7 £ 0.2 °C) (Adame et
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al., 2008). Por otra parte y por las condiciones ambientales, el hipolimnion se vuelve andxico durante la
estratificacion (Ciros-Pérez et al., 2015).

El lago Alchichica cuenta con 18 especies de en el ambiente pelagico: 7 son estrictamente
fitoplanctonicas y el resto ticoplactdnicas (viven usualmente asociadas a sustrato, pero se encuentran
en suspension en la columna por azar) (Oliva et al., 2001). Dentro de las especies de fitoplancton mas
importantes se encuentran dos que producen florecimientos; en invierno de C. alchichicana y en
primavera la cianobacteria Nodularia aff. spumigena. El zooplancton se compone de un copépodo
calanoide endémico L garciai, y dos especies de rotiferos; Brachionus sp. “México” y Hexarthra

jenkinae (Ciros-Pérez et al., 2015).

Material y Métodos

Induccidn de la reproduccién sexual.

El disefio experimental se realizd con el objetivo de probar si el aumento de la salinidad original del
lago de Alchichica (8.7 g L'!) a concentraciones mayores favorecia la auxosporulaciéon en cultivos de C.
alchichicana, tal como ha sido observado en otras especies del género Cyclotella (Meyer et al., 2001).

Se realizé una colecta de organismos en marzo de 2016 con una red de arrastre de 80 um en el
epilimnion del lago Alchichica. Se retird el zooplancton con un tamiz de 120 um vy las diatomeas se
recuperaron en un contenedor de 5 L para posteriormente transportarlas al laboratorio en condiciones
de oscuridad. En laboratorio, la muestra concentrada se homogeneizd mezclandola lentamente; se
tomd una submuestra de 100 ml, de la cual se tomaron alicuotas de 8 ml con una micropipeta
automatica y se colocaron en tres placas multipocillos de seis pocillos de 10 ml (Evergreen Scientific),
para que las 18 poblaciones de diatomeas se multiplicaran. Las cajas se mantuvieron en una camara
ambiental a 18+1 °C y con 74.06 umol m? s de luz continda sobre un agitador orbital Bigger Bill a 30
rom durante una semana. Siguiendo las recomendaciones de Watanabe (2005) no se agregaron
nutrientes para evitar el crecimiento de especies oportunistas de crecimiento rapido. Se eligieron las

poblaciones que tuvieran un minimo de 100 células para iniciar los experimentos.

Para el experimento, se preparé medio de cultivo con agua natural del lago, que se obtuvo

directamente del epilimnion, se filtré con un tamiz de 20 um vy se almacend en un garrafén de 20 litros,
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el cual se mantuvo en una cdmara ambiental a 18°C. Se filtré aproximadamente 1 litro de esta agua con
membranas Millipore de fibra de vidrio GF/F (0.2 um) Whatman para retirar la mayor cantidad de

organismos vivos y residuos. Después se fertilizd con medio f/2 (Watanabe, 2005).

Se establecieron dos tratamientos para inducir la reproduccién sexual y consistieron en incrementar
gradualmente la salinidad hasta llegar a 11 g L't 0 14 g L. La salinidad se incrementd agregando sal
marina artificial (Instant Ocean) al agua natural del lago Alchichica (preparada como se explicé en el
parrafo anterior) de acuerdo al esquema de cambios mostrado en la Figura 5. Las diatomeas iniciaron
en su salinidad de origen (8.7 g L?) y diariamente se cambiaron a otro pocillo con 8 ml de medio de
cultivo a una salinidad ligeramente mads alta (incrementos de 0.3 y 0.5 g L) hasta llegar a la salinidad
objetivo (Fig. 5), de modo que el tratamiento de 11 g L'! se completé en 6 diasy el de 14 g L't en 12
dias. Las poblaciones se cambiaron con ayuda de un microscopio estereoscépico Motic SMZ-161 de luz
fria, traspasandolas con una pipeta Pasteur. Posteriormente las cajas se dejaron en observacion
durante tres dias en una cdmara de cultivo en las condiciones descritas para los cultivos pre-
experimentales. Se realizaron controles de manipulacidon, que consistieron en poblaciones a las que se
les cambid la solucion de sales marinas diariamente a un pocillo nuevo con medio de cultivo fresco
durante el mismo periodo, pero con la salinidad de origen. Cada tratamiento y los controles tuvieron 3

réplicas. El contenido de los pocillos se fijo con lugol al final del experimento.

Al final de los experimentos, se midié en cdmaras de sedimentacion el didmetro de las diatomeas en un
microscopio invertido Leica DMIBR: diametro de las preauxosporas, auxosporas y células vegetativas,
tratando de alcanzar una n = 100 por pocillo de cada estructura. Para los pocillos donde no ocurrié la
auxosporulacién solo se registré el didmetro de las células vegetativas. El registro fotografico se realizd

con un microscopio invertido Leica DMRIB con una camara Moticam 2500 de 5.0 Mega pixeles.

Se compararon los promedios de los diametros de las células vegetativas, auxosporas y preauxosporas.
Como los datos no tenian una distribucion normal, se realizé un analisis de varianza de rangos de una

via de Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de Dunn (Dytham, 2011).
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Debido a que cada tratamiento de salinidad tuvo una duracién distinta, el efecto de cada salinidad
sobre el tamafio de las células vegetativas se analizé por separado (salinidad alterada vs. control). Por
otra parte, se analizé el efecto del tiempo combinando los datos de cada tratamiento con su control
(tratamiento de 11 g L'* + su control que duraron 6 dias, vs. tratamiento de 14 g L't + su control que
duraron 12 dias). En total se realizaron 3 ANOVAs de una via para evaluar: efecto de salinidad 11 g L},
efecto de salinidad 14 g L' y efecto del tiempo. Todos los analisis se hicieron con el programa SPSS ver

17.0.
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Abundancia, variaciéon de tamafio celular y evidencias de reproduccién sexual en el lago Alchichica

La informacion de la abundancia de C. alchichicana fue proporcionada por Biél. Catriona A. Zufiiga
Ramos (Grupo de Investigacién en Limnologia Tropical, UIICSE), quien hizo los conteos
correspondientes de muestras, qué fueron colectadas cada mes en el lago durante el afio 2016 con una
botella tipo Niskin a diferentes profundidades (8-10 muestras cada mes). De todas las profundidades se
fijaron 500 ml con lugol en botellas de PET. El conteo se realizd por el método de Utermohl (Edler y
Elbrachter, 2010), sedimentando de 50 a 100 ml de muestra, en un invertoscopio Zeiss con aumentos

de 400x.

A partir de los datos de abundancia citados arriba, se eligieron las muestras que tuvieran la densidad
mas alta de cada mes -de una a tres profundidades (Tabla 1)- para describir la distribucién de tamafios
de las frustulas. Se sedimentaron 100 ml en camaras de Utermohl con el objetivo de medir al menos el
didmetro de la valva de 100 individuos; sin embargo, en algunas muestras el material fue escaso
(min.=30 y max.=100 individuos). Las mediciones se realizaron en un microscopio invertido Leica
DMIRB con un aumento de 400x. Para el analisis estadistico se hizo un submuestreo, se tomaron de
cada profundidad las primeras mediciones, para homogenizar el tamafio de los grupos (nUmero de
mediciones por mes, de 30 a 60). Debido a que los datos no cumplieron con los requisitos de
normalidad y homogeneidad de varianzas, se optd por hacer un andlisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis, tomando como variable dependiente el didmetro y como variable independiente los

meses; posteriormente se realizdé una comparacion multiple de rangos por el método de Dunn.
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Tabla 1.-Muestras seleccionadas para las mediciones del didmetro de las diatomeas.

Mes Profundidad (m) Fases del lago
Enero 16y 36

Febrero 0,25y50 Mezcla
Marzo 10,40y 60

Abril 10,30y 60

Mayo 50 Intermedia
Junio 50

Julio 25

Septiembre 30y 60 Estratificacion
Noviembre 40

Diciembre 40

Una vez terminado el proceso de medicién de las valvas, se hizo un barrido de toda la cdmara a un
aumento de 200x para buscar células iniciales y auxosporas en cualquier fase de su desarrollo.
Adicionalmente, se utilizd el registro fotografico de una serie de muestras fijadas con lugol del mes de
noviembre del 2010, para hacer una descripcion completa sobre el ciclo de vida en sus condiciones
naturales en profundidades de 0, 8.5, 20, 24 y 28 m, en el cual se encontraron células iniciales de C.

alchichicana.
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Resultados

Reproducciéon sexual en laboratorio

Se observd la formacion de auxosporas en una réplica del control (8.7 g L% i.e., salinidad nativa) del
experimento que se analizaba la salinidad de 14 g L' (véase, Fig. 5) Las auxosporas se observaron en 5
pocillos de una sola placa, de los dias 7 al 11 del experimento de los 12 dias programados. Se fijé el
contenido de tres pocillos con lugol para hacer un registro fotografico y mediciones del didmetro de
preauxosporas, la auxosporas y células vegetativas que se encontraron, mientras que los otros pocillos

se mantuvieron en observacién. No se observaron gametos en ninguno de los pocillos.

Todas las auxosporas observadas tenian aun adheridas las valvas de la preauxospora (Fig. 6), y dado
que cada preauxospora da origen a una sola auxospora, entonces el nimero de ambos tipos de célula
es el mismo. El porcentaje de células implicadas en la reproduccién sexual (pre-auxosporas +
auxosporas) fue de 39 % contra el 61 % de células vegetativas (Tabla 2). El tamafio de las auxosporas
fue muy variable, ya que son estructuras que se expanden a partir de las células mas pequefias de la
poblacion, pero su promedio fue significativamente mayor que el de las células vegetativas (prueba de
varianza de rangos de una via de Kruskal-Wallis P < 0.001; Tabla 2). De acuerdo con la prueba de Dunn
P < 0.05, el tamafio de las distintas células se ordena de la siguiente manera: Preauxosporas< células

vegetativas< auxosporas.

Considerando que el tamafio promedio (38.4 + 5.4 um) de las preauxosporas el tamafio maximo de las
células iniciales registradas en campo fue de 75 um (ver mas adelante), la reproduccion sexual en esta
especie probablemente se activa en células que han alcanzado en promedio el 51% del tamafio
maximo observado. En el resto de las placas solamente se observaron células vegetativas (43.1 +

4.3um) véase Tabla 2.
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Figura 6. Se muestra en esta serie de fotografias, con diferentes individuos, las fases de formacion de la
auxospora. A) Célula que probablemente fue fecundada y que formara la auxospora, la cual alin no se
expande; B-C) Fase inicial de separacién de las valvas de la preauxospora; D-F) Crecimiento de la
auxospora; G) Auxospora madura; H) Célula inicial formada, aun dentro de la auxospora; I-J) Vista
cingular de distintas células iniciales; K) Dos células vegetativas, la de la izquierda en vista valvar y la de
la derecha en vista cingular. Las fotografias A-F, fueron tomadas con el objetivo de 200x, y el resto con
el de 400x%, con microscopio invertido Leica DMIRB.
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Tabla 2. Promedios (+ desviaciéon estandar) e intervalos del didmetro de la auxospora, células

vegetativas, preauxospora, porcentaje de registros de auxosporas con respecto al de células

vegetativas. *El porcentaje de auxosporas es el mismo que de preauxospora, ya que se midieron sobre

la misma célula.

Diametro Células vegetativas  Preauxospora Auxosporas
(um) (um) (um)

Promedio 431143 384+54 56.17 £ 8.6
Minimo 30.8 29.5 344
Maximo 67.7 44.3 935
Porcentaje de la poblacién 61% * 39%

Los andlisis de varianza de una via indicaron que el tiempo y la salinidad tuvieron efecto sobre el

didmetro de la diatomea. Las valvas tuvieron un tamafio mayor en el tratamiento de 11 g L'* con 43.9 +

5.9 um (P < 0.001), pero disminuyeron en el de 14 g L'! (39.2 + 4.6 um) (Tabla 3) (P < 0.001) con

respecto a sus controles a salinidad nativa, por lo que el efecto de la salinidad en cada tratamiento fue

opuesto. En cuanto al efecto del tiempo, se observd que a los 12 dias el diametro promedio de las fue

menor que a los 6 dias (40.2 £ 5.3vs.42.9+ 4.7 um; P <0.001).

Tabla 3. Didmetro de la valva (en um, + desviacién estandar) de las células vegetativas al dia final de los

experimentos, cada tratamiento con sus controles. El asterisco (*) indica la réplica donde sucedid la

auxosporulacion. Las (x) representan las réplicas en donde las poblaciones de diatomeas se

deterioraron considerablemente y no llegaron al dia final del experimento. n= nimero de mediciones

en cada réplica.

Réplica 11glLt n Control n 14 gLt n Control n
1 433+ 100 430+ 58 380+ 100 389+ 100
4.3 3.7 4.7 4.2
2 44 .4 + 100 40.8 £ 100 404 100 433+ 100
7.1 4.3 4.2 4.7 *
3 X X X 40.9 = 100
3.7
Promedio | 439+ 200 41.8 + 158 39.2 200 409 + 300
5.9 4.3 4.6 4.5
6 dias 12 dias
Promedio 429+5.3 40.2+4.7
total
(@)



Abundancia y variacién de talla de C. alchichicana in situ

La abundancia de C. alchichicana (celml?) se muestra en orden cronolégico a lo largo del ciclo anual
(Figura 7). El mayor nimero de células que se registré fue de 474 celml™ durante septiembre a 35 m,
porque que en esa profundidad se encuentra ya establecida la capa del metalimnion durante el
periodo de estratificacidon. En los meses de febrero, marzo y abril la distribucién de la abundancia a lo
largo de la columna es homogénea dada la fase de mezcla del lago, en el que las condiciones
ambientales como nutrientes, oxigeno y temperatura son homogéneas. De mayo a junio comienza a
descender la abundancia, con un minimo de 2 celml™ a 20 m en junio, marcando la fase de transicion
del ciclo hidrodindmico del lago. De julio a diciembre, el mayor nimero de células se encuentran
distribuidas entre los 30 a 40 m debido a que a esa profundidad se forma el maximo profundo de

clorofila. Durante esta etapa se registraron en el epilimnion concentraciones menores a 1 celml™.

En cuanto a la variacion del tamafio de las valvas de C. alchichicana, (véase Figura 8), la mas pequefia
tuvo un diametro de 25.8 um en el mes de septiembre y la de mayor tamafio de 72.0 um en diciembre;

el promedio general de toda la poblacién fue de 45.0 £ 6.5 um (n = 1,395 células medidas).

A lo largo del tiempo, se observd un patrdn claro en la variacion del diametro promedio de las valvas.
En la primera mitad del afio (enero a junio) se muestra un incremento paulatino de tamafio (Figura 8),
una diminucion brusca de junio a julio (de 52.0 a 41.6 um), y a partir de septiembre se mantuvo sin
cambios significativos (en torno a 40.0 um). Los tamafios de las células mas pequefia y mas grande (que
pueden indicar la presencia de preauxosporas y de células iniciales, respectivamente), siguieron una
tendencia similar al promedio, aunque en la serie del tamafio maximo, en el Ultimo mes se observa un

aumento muy notorio.
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Figura 8. Representacion del promedio, el valor maximo y minimo del didmetro de las valvas de C.
alchichicana cada mes a lo largo del ciclo anual 2016.Las barras verticales indican el error estandar del
promedio.

Los resultados mostraron que existen diferencias entre las medias mensuales de los diametros de las
valvas (Kruskal- Wallis; P < 0.001). En la Tabla 4 se observa el resultado de la prueba de comparacion
multiple de Dunn, la cual separd 2 grupos diferentes, uno que va del mes de enero a junio (con
excepcion de febrero) y otro que va de julio a diciembre mas febrero, quedando las diatomeas de

mayor tamafio mas en el primer grupo que en el segundo.
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Tabla 4. Resumen estadistico de la variacion temporal del diametro de la fristula de C. alchichicana y
resultado de la comparacion multiple de medias por el método de Dunn. Los asteriscos indican que hay
diferencias significativas (P < 0.05) entre los meses comparados; ns = no significativo.

n 60 60 60 60 34 30 47 60 60 54

Promedio 46.8 43.1 47.0 49.4 50.1 531 41.6 39.2 38.9 40.5

Desv. Est. 5.3 4.7 3.8 6.6 6.3 9.0 4.5 4.5 4.4 8.1

Mediana  45.5 43.1 46.7 48.0 49.2 51.0 41.8 394 38.1 39.0

Mes En Feb Mar Abr May Jun Jul Sep Nov Dic

En &

Feb

Mar

Abr

May

Jun
Jul
Sep
Nov

En la Figura 9 se muestra la distribucién de tallas en cada muestreo. Se encontrdé que, en la primera
mitad del afio, las categorias de tamafio mas frecuentes son las de 40 y 45 um (40.0-44.9 y 45.0-49.9
um, respectivamente), mientras que a partir de julio la categoria de 35 um aumento su frecuencia. Este
tamafo fue el adecuado para formar auxosporas en el laboratorio, sin embargo, hubo meses con
células de tamafio aun mas pequefios, como septiembre, noviembre y diciembre. En lo que respecta a
las células mas grandes, entre las que pueden estar las células iniciales o las descendientes recientes de
éstas, se observaron frustulas de mas de 60 um de enero a junio, mes en el que hubo una frecuencia
muy alta en células de tallas mayores, con la desviacién estandar mas grande de todos los meses (o = +
9.0 um). De julio a noviembre, la mayor parte de las frustulas estuvo en las categorias inferiores a 50

um, pero en diciembre volvieron a observarse células grandes.
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um).
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Evidencia de reproduccion sexual en el lago Alchichica

En las muestras de columna de agua de noviembre de 2010 se identificaron plenamente algunas
células iniciales (n = 9). Las células iniciales se hallaron a 0, 8.5, 20, 24 y 28 m, en una densidad de 0.02
cel mlt en cada profundidad (2 células en 100 ml) excepto a 24 m, donde la densidad fue de 0.01 cel
ml*(Figura 11). A pesar de que se observaron muchas fristulas que por su tamafio podrian ser

preauxosporas, no fue posible identificarlas como tales.

Figura 10. Células iniciales encontradas en la columna de agua del lago Alchichica en noviembre de
2010. Ay B) célula inicial formada; C) divisién vegetativa de una célula inicial; D) célula vegetativa; E)
Vista valvar de una célula inicial; F) de izquierda a derecha: célula inicial en division vegetativa, célula
vegetativa y célula hija que resulto de la divisién de la célula inicial. La escala de 20 um corresponde a
las fotografias A-E. Las fotografias A-E, fueron tomadas con el objetivo de 400x, y F con el objetivo de
200x con microscopio invertido Leica DMIRB.




Tabla 5. Didametro promedio ( + o) de la frdstula de C. alchichicana en las profundidades revisadas del
mes de noviembre del 2010, junto con valor maximo y minimo. La muestra de 28 m no fue medida.

Células vegetativas Células iniciales
Profundidad (m) 0 8.5 20 24 0-24
Promedio (um) 475+5.5 46.8+7.0 46.9+9.9 457 £13.1 70.4 £ 4.5
Maximo (um) 56.6 70.1 52.9 59.0 75.0
Minimo (um) 25.8 38.1 39.4 38.1 64.0
N 100 100 73 100 9
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Figura 11. Distribucion de tamafios de células vegetativas en el lago Alchichica durante el mes de
noviembre del 2010 a diferentes profundidades, comparada con el didametro y nimero de las células
iniciales.
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Discusion

Reproduccién sexual en laboratorio

Los cambios graduales de salinidad (11 y 14 g L'%) que se probaron en C. alchichicana no tuvieron un
efecto directo en la produccién de auxosporas, las cuales se produjeron en uno de los controles a la

salinidad nativa (8.7 g L'%).

Se conoce desde hace varias décadas que el incremento en la concentracion de NaCl en el medio de
cultivo favorece la induccion de la reproduccion sexual en especies de diatomeas como C.
meneghiniana y C. cryptica (Shultz y Trainor, 1968). En otro estudio con C. meneghiniana el cambio
repentino de agua dulce a un medio de agua hiposalina (10.8 g L'?) indujo el inicio de la meiosis dentro
de las células, formando gametos femeninos y masculinos para la fertilizacién vy, por lo tanto, la
formacion de auxosporas (Shirokawa y Shimada, 2013). Sin embargo, es probable que los incrementos
en la salinidad no influyeran directamente sobre la induccion de la reproduccién sexual en C.

alchichicana, ya que esta especie habita de por si en un lago hiposalino (8.7 g L'?).

En otras especies de diatomeas se ha comprobado que un medio repleto de nutrientes favorece la
formacién de dvulos y espermatozoides para la formacion de auxosporas dentro de un mismo clon en
D. brightwellii (Koester et al., 2007). En C. ocellata la fertilizacion del medio con fdésforo favorece la
auxosporulacién (Pérez-Martinez et al., 1992). Sin embargo, en el experimento llevado a cabo en esta
tesis, todos los organismos se mantuvieron en la misma condicion de nutrientes, es decir, con el medio

de cultivo f/2, por lo cual es poco probable que este factor haya sido el inductor de la auxosporulacion.

Por otra parte, se conoce que un requisito esencial para que ocurra la reproduccion sexual en la
mayoria de las diatomeas céntricas es la reduccion en el tamafio de la frustula, como resultado de las
divisiones consecutivas de la fase vegetativa, hasta llegar a un tamafio critico (Chepurnov et al., 2004).
De acuerdo con el tamafio de las preauxosporas encontradas en este mismo experimento, en el lago
Alchichica hay células del tamafio adecuado para iniciar la reproduccién sexual casi todo el afio
(aungue, si ocurre, puede ser en frecuencia baja), lo cual no fue la excepcion en marzo de 2016 cuando

se hizo la colecta de organismos para hacer el experimento (Figuras 8 y 9). Si la divisiéon de la muestra
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de campo para fraccionarla en las 72 poblaciones iniciales no fue homogénea y habia pocas células
pequefias, probablemente en los pocillos en los que se observé la auxosporulacion, por azar hayan
quedado células que por haber llegado al tamafio critico, y/o en combinacion con las condiciones del
cultivo (luz, caracteristicas quimicas del medio f/2, etc.), comenzaron la reproduccién sexual, como se

ha observado en C. ocellata (Pérez-Martinez et al., 1992).

En el experimento de laboratorio se registraron auxosporas en distintos grados de desarrollo, sin
embargo no se observaron gametos en el medio de cultivo. El hecho de no observar gametos, pero si
auxosporas, tiene al menos dos posibles explicaciones. En la primera, aparecerian si la reproduccion
fuera alégama, es decir, que se produjeran gametos moviles que se liberan al agua para fecundar
oogonios formados en células distintas, pero que la formacién de gametos haya sido tan rdpida que no
fue posible detectarlos entre cada observacién del experimento (cada 24 h). En algunas especies como
D. brightwelliil, 1a formacion de gametos ocurre en un periodo muy corto (1 dia) previo a la
auxosporulacién (Koester et al., 2007). La segunda posibilidad es que la reproduccién sea autégama, es
decir, que una misma célula de C. alchichicana produzca ambos gametos y se autofecunde sin la
necesidad de expulsarlos al medio, como ocurre en Thalasiosira ungulata (Kelsey y Kamaczrska, 2006).
Este tipo de reproduccién también se ha observado en C. meneghiniana, considerandose un modo
alternativo de reproduccién a la alogamia predominante en esta especie (Chepurnov et al., 2004). Ya
gue no se cuenta con la evidencia directa de ninguno de los dos mecanismos, no es posible establecer
con claridad cdmo ocurrio esta fase del ciclo de vida de C. alchichicana, por lo que es necesario realizar

experimentos ad hoc.

Se observaron diferencias en el didmetro de las valvas de las células vegetativas entre los dos
tratamientos aplicados, pero se debieron posiblemente a la duracién diferente (tiempo) del periodo de
incremento de salinidad, ya que debido a que el cambio fue gradual, el tratamiento de 14 g L'* duré 12
dias y el de 11 g L%, solo 6 dias. Durante ese tiempo, las células se dividieron y redujeron
paulatinamente el tamafio promedio de la poblacién, de manera que el tratamiento de 14 g L' y su
control, al haber permanecido mas tiempo en condiciones experimentales, finalizaron con células de
menor tamafio que el tratamiento de 11 g L'* y su control. Estas diatomeas aparentemente tienen una

tasa de reproduccion relativamente lenta, con una division aproximadamente cada 48 h (Garcia-
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Saldafia y Ortega-Mayagoitia, comunicacion personal), por lo que en los seis dias de diferencia que
hubo entre la finalizacion de los dos tratamientos, probablemente ocurrieron unas tres divisiones por
linaje, las cuales deberian explicar la diferencia de 2.6 um en el promedio de las frustulas, lo cual
equivale a 0.87 um de reduccion promedio por division. En Aulacoseira baicalensis, la division
vegetativa ocurre cada 8 dias y llega a reducir hasta 1 um (Jewson y Ganin, 2015), el cual es un valor

parecido al calculado para C. alchichicana.

En conclusidn, se confirma la existencia de la reproduccién sexual en C. alchichicana, pero el aumento
de la salinidad empleada no tuvo efecto en su inicio, lo cual probablemente ocurrié cuando las células
llegaron a su tamafio minimo critico, en conjunto con las condiciones durante los experimentos. Por lo
comentado, hubiera habido mayor probabilidad de encontrar células sexuales, si el tiempo de los

experimentos hubiese durado unos dias mas.

Evidencias del ciclo de vida de C. alchichicana en condiciones naturales

De las muestras de la columna de agua del lago Alchichica se reunieron evidencias de dos tipos: de los
cambios a lo largo del tiempo de las tallas de las frustulas de C. alchichicana y de células iniciales
encontradas en campo en noviembre del 2010. Sin embrago, no se encontraron auxosporas ni

gametos.

De acuerdo con los resultados, de enero a junio el didmetro promedio de las frdstulas es mayor que el
resto del aflo (de julio a diciembre y febrero) son mas pequefias. Se esperaba que la variacién en el
tamafio de las frustula fuera distinto, es decir, que disminuyera paulatinamente por las constantes
divisiones vegetativas de cada generacion que ocurren a lo largo del tiempo (Drebes, 1977) y después
un aumento muy marcado en el didametro de las frdstulas como producto de la reproduccion sexual, tal

como se muestra en C. ocellata en condiciones naturales (Pérez-Martinez et al., 1992).

El tamafio relativamente estable en los primeros meses puede deberse a que, por un lado, se
presentaron, de manera constante, fristulas grandes de tamafio similar a las producidas por una
reproduccién sexual reciente, mientras que por el otro extremo, las células pequefias (<30 um) podrian

ser eliminadas selectivamente por los copépodos (ver discusion mas adelante) (Ortega-Mayagoitia et
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al., 2018). En conjunto, estos dos mecanismos darian por resultado un promedio de tamafio de las

frdstulas mas alto que el esperado solamente por las divisiones vegetativas.

De junio en adelante el tamafio maximo de las frdstulas disminuye de manera continua, mientras que
el tamafio promedio y el minimo se mantienen casi constantes, lo cual coincide con la fase de
estratificacion plena. Las diatomeas tienen una alta tasa de sedimentacion debido a que la fristula esta
compuesta de silice, lo cual hace que las células tengan una densidad alta. Debido a ello, las diatomeas
necesitan de la turbulencia de la columna de agua para mantenerse en suspension (Reynolds, 2006),
por lo que en la temporada de estratificacion, las diatomeas tienden a sedimentarse y acumularse en el
metalimnion. Es probable que dentro de la poblacién de C. alchichicana, las células de mayor tamafio
tengan una tasa de sedimentaciéon mas alta, por lo cual dichas células salen del metalimnion (son
arrastradas por gravedad a aguas profundas), quedando los individuos mas pequefios. Finalmente, en
diciembre reaparecen células grandes, las cuales es posible que procedan de células iniciales formadas
durante el mes anterior en donde las células vegetativas tenian el tamafio potencial para la

reproduccién sexual, como se ha mencionado anteriormente.

Reproduccién sexual en el lago

En el lago Alchichica se encontraron células vegetativas que coinciden con el intervalo de tamafio de
las preauxosporas observadas en el laboratorio (29.5 — 44.3 um). Estas células de tamafio pequefio se
encontraron la mayor parte del afio, por ejemplo en febrero, septiembre, noviembre y diciembre
(Figura 9), por lo cual existe el tamafio potencial para que se dispare la reproduccion sexual de manera

frecuente en Alchichica.

En las muestras mensuales revisadas de 2016 no se encontraron células iniciales ni auxosporas. Sin
embargo, en una muestra aislada de noviembre de 2010 se observaron algunas células iniciales, con un
intervalo de 64 a 75 um. Suponiendo que las células vegetativas de mayor tamafio (categoria > 65 um)
son descendientes recientes de células iniciales (es decir, ha habido pocas divisiones vegetativas),
entonces la presencia de células > 65 um puede considerarse una evidencia indirecta de que ha
ocurrido la reproduccion sexual en la poblacion. Dado que en los meses de enero, marzo, abril, mayo,

junio y diciembre se observaron células en esa categoria de tamafio y aunado a la presencia frecuente
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de células pequefias que potencialmente pueden ser preauxosporas, es probable que la reproduccién
sexual ocurra en distintas condiciones hidrologicas en el lago, desde la mezcla de invierno hasta el
inicio y el final de la estratificacién, es decir, en condiciones muy contrastantes de luz, nutrientes,
turbulencia, etc. Esto contrasta con lo encontrado con otros autores, que reportan que la reproduccion
sexual estd condicionada por la concentracién de silicato (Jewson y Granin, 2015), fosforo y nitrégeno
(Pérez-Martinez et al, 1992) o bajas temperaturas (Potapova y Snoeijs, 1997), en adicién a alcanzar el
tamafo adecuado.

Cabe mencionar que, es posible que en estudios anteriores del fitoplancton del lago Alchichica no se
hayan encontrado evidencias de la reproduccion sexual porque no se hicieron revisiones dirigidas a
encontrar células de diferentes fases del ciclo de vida. Otra razén de no encontrar evidencia de la
reproduccion sexual es porque las células iniciales y las auxosporas que son de mayor tamafio, tienen
altas tasas de sedimentacion y tenderian a eliminarse rdpidamente de la columna de agua. En efecto,
no existen muchos registros del proceso de auxosporulacion en condiciones naturales, ya que la
mayoria de los estudios sobre la fase sexual de las diatomeas se han realizado en condiciones de
laboratorio a través de las manipulaciones al medio de cultivo. Por otra parte, en ambientes
oligotréficos como el lago Alchichica, es necesario realizar observaciones o colectas con mayor
volumen de agua debido a que el mes que se encontraron células iniciales, su cantidad fue muy baja

(2.35% del total).

Ciclo de vida de C.alchichicana

En la en la historia de vida de cada diatomea se han establecido tres puntos cardinales que reflejan los
cambios de tamafio que pasan durante su ciclo de vida. Estas caracteristicas morfométricas son
estrictas y especificas de cada especie de acuerdo a varios autores (Drebes, 1977; Chepurnov et al.,
2004). En el caso de C. alchichicana son: tamafio maximo de las células iniciales: 75 um; el tamafio
maximo de las células potenciales para la reproduccién sexual: 44.3 um; el tamafio minimo de las

preauxosporas: 29.5 um.

Fase vegetativa
Durante la fase vegetativa de C. alchichicana, una célula se divide generalmente para producir dos

células nuevas; este patron de division es similar en C. gamma (Meyer et al., 2001) y Stephanodiscus
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niagarae (Edlund y Stoermer, 1991). También puede llegar a formar trenes de divisiones vegetativas
con mas de 2 células unidas entre si (datos no presentados), aunque fue raramente observado, pero es
muy comun en otras diatomeas céntricas como en C. meneghiniana (Meyer et al., 2001), S. marinoi
(Godhe et al., 2014) y Ellerbeckia arenaria (Schmid y Crawford, 2001). Debido a la reduccion paulatina
de las frustulas en cada division vegetativa, el didmetro de las células observadas va de 25.8 a 72 um, lo

cual amplia el intervalo reportado por Oliva et al. (2006), que era de 35 a 63 um.

El tiempo entre divisiones vegetativas es muy variable dentro de las diatomeas. Una célula de C.
alchichicana se divide aproximadamente cada 48 horas (2 dias), mientras que A. baicalensis que habita
en un lago frio, se divide cada 8 dias por lo que para llegar al umbral de diferenciacion de gametos en
esta especie puede tomar meses o afos (Jewson y Granin, 2015). En el otro extremo, las células

iniciales de Diatoma monoliformis tienen dos divisiones por dia (Potapova y Snoeijs, 1997).

Reproduccién sexual

La reproduccién sexual en C. alchichicana se produjo cuando las células vegetativas alcanzaron un
tamafio que va de 29.5 a 44.3 um, lo cual implicé una reduccion de 38.5 - 59 % tomando en cuenta el
tamafio maximo de células vegetativas (72 um). El porcentaje de reduccién necesario para el inicio de
la reproduccién sexual es variable entre las especies. Por ejemplo, en D. brightwellii, se reduce cerca

del 64% de su tamafio (Koester et al., 2007), para S. marinoi se reporta el 50 % (Godhe et al., 2014).

La morfologia de las auxosporas de C. alchichicana tiene similitud con las de otras especies de
diatomeas céntricas, como Thalassiosira punctigera (Cherpunov et al., 2004), Actinocyclus sp. (ldei et
al., 2012), C. meneghiniana, C. gamma vy C. quillensis (Meyer et al., 2001). La auxospora es de forma
esférica y porta dentro una célula inicial, con un tamafio maximo encontrado de 93 um. El crecimiento
de la auxospora hace que las valvas migren a los polos opuestos; la célula inicial se expande vy
finalmente libera las frustulas de la preauxospora; este proceso duré aproximadamente 4 dias. En las
células iniciales de C. alchichicana no se observan espinas marginales, probablemente porque se

estaban formando o solo son visibles hasta la primera division vegetativa.

El tipo de reproduccion de C. alchichicana no esta clarificado aunque hay dos posibles mecanismos:

autogamia o alogamia, aunque puede recurrir a ambos tipos de reproduccién como se ha observado
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en C. meneghiniana. Esta especie se ha comparado en muchos aspectos con C. alchichicana, ya que
filogenéticamente es la diatomea con la que estad relacionada mds cercanamente (Garcia-Saldafia,

2018).

Implicaciones ecoldgicas del ciclo de vida de C. alchichicana

La amplia variacion del tamafio de estas diatomeas -debido a las sucesivas reducciones de las frustulas
dadas durante la fase vegetativa y al aumento que se produce por la reproduccién sexual- puede tener
importantes implicaciones ecoldgicas, ya que se modifican los procesos de pérdida por la probable
sedimentacién de las células mas grandes, lo que ya se ha discutido antes, y por la depredacion sobre
las mas pequefias. Por un lado, la sedimentacién de C. alchichicana hacia el hipolimnion del lago
Alchichica contribuye de manera importante a la acumulacién de biomasa cuya degradacion
posteriormente contribuye a la anoxia de esta zona de la columna de agua (Ardiles et al., 2012). Por
otra parte, el copépodo calanoide L. garciai es la especie dominante del zooplancton a lo largo de todo
el afio y se alimenta de fitoplancton de tamafio < 40 um vy tallas pequefias de flagelados heterotroéficos
(Ciros-Pérez et al., 2015), por lo que no podria alimentarse de las tallas mas grandes de C. alchichicana.
Recientemente se ha estudiado la plasticidad termal que tiene esta poblacion de copépodos y se
encontré que durante el invierno y primavera (noviembre-mayo), las hembras adultas son mas grandes
que durante el verano (Ortega-Mayagoitia et al., 2018). De acuerdo a lo anterior, en nuestros
resultados encontramos que las células pequefias (< 30 um) son potenciales candidatas para iniciar la
reproduccion sexual de C. alchichicana y se encuentran presentes durante la mayor parte del afio, pero
con menor frecuencia durante la primera parte, probablemente porque las hembras de L. garciai
eliminan a las células mas pequefias de C. alchichicana al alimentarse. Por lo tanto, la reduccion de
tamafio de la diatomea implica que durante la primera mitad del afio, esta especie puede convertirse
en una fuente de alimento para el copépodo, mientras que por otra parte, la eliminacion de las tallas
pequefias podria implicar que la fase sexual no sea observada con frecuencia en condiciones naturales.
Sin embargo, falta hacer estudios a detalle sobre esta parte de la dindmica ecoldgica para tener datos

concluyentes.
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Conclusiones

La manipulacién experimental de salinidad no provocé el inicio de la reproduccién sexual en C
alchichicana; los resultados de esta investigacion sugieren que el tamafio minimo de la diatomea es el

factor principal en este proceso.

El ciclo de vida de C. alchichicana es similar a otras especies de Cyclotella en cuanto a la morfologia de
las auxosporas y células iniciales. No se observaron gametos en condiciones experimentales ni en el

lago, por lo cual no fue posible establecer el tipo de reproduccion sexual.

Dados los tamafios extremos de las valvas observadas, es probable que la fase sexual del ciclo de vida

de C. alchichicana ocurra en su habitat natural a lo largo de todo el afio.

La amplia variacion del tamafio de estas diatomeas sugiere que los procesos de pérdida por
sedimentacién y depredacion son variables. Las células de talla pequefia podrian ser consumidas por
los copépodos, mientras que las mas grandes podrian perderse por sedimentacion, lo cual debe influir

directamente en el tamafio y la estructura de la poblacién y sus interacciones ecoldgicas.
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