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RESUMEN

Se estudiaron las interacciones troficas de ciliados y flagelados con el picoplancton
procarionte autotrofico (APP) y principalmente, con el heterotrofico (HPP) a través de una
técnica de hibridacion in situ con pruebas de oligonucledtidos ARNr en un lago
oligotréfico, monomictico calido, durante las fases de estratificacion y principio de mezcla
en dos ciclos anuales y en diferentes profundidades, tanto en muestras de la columna de
agua como en incubaciones in situ en bolsas de dialisis. EI régimen térmico del lago
determina la dindmica del picoplancton en el ciclo anual y en parte la heterogeneidad
espacial de la columna de agua, lo que se refleja en la sucesion de ciliados en el ciclo anual.
Respecto a los flagelados heterotroficos, su maxima densidad coincide con aquella del
picoplancton durante la mezcla, mientras que en la estratificacion sélo predominan los
flagelados pigmentados. La densidad de ciliados esta correlacionada a las proporciones de
HPP/APP en el sistema acuético, en la fase de mezcla con alta densidad de APP dominan
ciliados peritricos y esticotricos, en la fase de estratificaciobn con mayor cantidad de HPP
dominan numéricamente los escuticociliados pequefios. La biomasa sin embargo es
dominada por ciliados de mayor tamafio (hipotricos, haptéridos, peritricos, esticotricos y
heterotricos). Se encontr6 una selectividad marcada por parte de los flagelados y por
diferentes ciliados (indice de selectividad de Chesson) sobre taxa especificos del
ensamblado procarionte, la cual varié a lo largo del tiempo y en las diferentes
profundidades estudiadas, asi mismo se observaron asociaciones potencialmente
simbidticas entre ciliados y procariontes que no pudieron ser determinados con las pruebas
ARNr usadas en las hibridaciones. La importancia de las bacterias activas
metabolicamente, como presas de los escuticociliados, fue evidente en la fase de
estratificacion del lago. La importancia directa e indirecta de la depredacion de los protistas
sobre la estructura del picoplancton y los cambios observados en la composicion

procarionte se discute en el contexto de las redes tréficas microbianas.



INTRODUCCION

Las redes tréficas microbianas en sistemas acuaticos, en las que la mayor parte del carbono
orgénico es producido y consumido dentro de las mismas (embebidas a su vez en la cadena
tréfica clasica, algas—zooplancton-peces), incluyen a los virus, a los procariontes
organotroficos (HPP, por sus siglas en inglés), los procariontes autotréficos (APP, por sus
siglas en inglés) y eucariontes tanto autotréficos como heterotroficos. El picoplancton
(tanto el autotréfico como el heterotréfico), constituye una fuente de alimento
potencialmente importante que, en términos de biomasa total, tiene la misma importancia
que el fitoplancton de mayor talla (nano y microfitoplancton), cuando menos en sistemas
oligotroficos (Simon et al., 1992). Sin embargo, existen pocos organismos en los sistemas
acuaticos que pueden recolectar eficientemente el picoplancton presente, por lo que la
depredacidon por parte de nanoflagelados heterotroficos (HNFs, por sus siglas en inglés) y
ciliados es considerada como el principal factor de mortalidad para el picoplancton
(Fenchel, 19864, b; Sherr y Sherr, 1987). Ademas, la depredacion es uno de los factores que
determina la diversidad fenotipica/genotipica de los procariontes en los sistemas acuaticos
(Simek et al., 1999; Jiirgens y Matz, 2002; Pernthaler, 2005).

La produccion de materia orgéanica disuelta (DOM, por sus siglas en inglés) en las
redes alimenticias acuéticas, durante el flujo de materia particulada hacia los niveles
troficos superiores y la posterior reincorporacion de la DOM, en interacciones que
involucran a los procariontes, HNFs y ciliados, fue formalizada por Azam et al. (1983)
como el concepto de “circuito microbiano”. Los modelos tedricos de las interacciones en
las redes alimenticias microbianas, asumen que el papel de la depredacion por los protistas
tiene poco impacto en la composicién de la comunidad bacteriana (BCC, por sus siglas en
inglés). Sin embargo, dicha idea esta basada en el supuesto de un modo de alimentacion
carente de selectividad, por lo que existe la duda de si esta idea expresa la realidad en los
sistemas acuaticos. Si bien numerosos estudios realizados han logrado avances en la
determinacion de la actividad depredadora de los picoplanctivoros, estos estudios utilizan
una aproximacion de “caja negra”, en la que el ensamblado procarionte es considerado

como un ensamblado homogéneo. Esta aproximacion no es correcta, si se toma en cuenta la
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heterogeneidad existente en términos de la composicion filogenética y de los estados
fisiologicos de los organismos, ademas de otras propiedades fenotipicas que afectan la
vulnerabilidad hacia los depredadores (Jirgens y Matz, 2002), y que afectarian de igual
manera la selectividad de los protistas sobre sus presas picoplanctonicas (Montagnes et al.,
2008).

De acuerdo con la teoria ecologica, existen dos alternativas que controlan las
interacciones alimenticias en las redes troficas acuaticas microbianas. Por una parte, existe
la posibilidad de que a altas densidades bacterianas, los procariotas estarian limitados
debido a la competencia por recursos; a su vez, la biomasa de los protistas picoplanctivoros
estaria controlada por sus depredadores. La otra alternativa es que, a densidades bacterianas
bajas, los procariontes deberian estar controlados por la mortalidad y los protistas deberian
estar limitados por las concentraciones tipicas de sus presas en el ambiente acuatico
(Pernthaler, 2005). Por otra parte, el control de los cambios en la composicion de especies
microbianas, estaria relacionado con el crecimiento y muerte de los mismos organismos a
nivel de comunidad, de esta forma, existirian comunidades estables de especies
microbianas a diferentes niveles de productividad microbiana (la tasa promedio a la que se
produce la biomasa microbiana, que depende de la produccién o incremento de biomasa en
un periodo de tiempo ajustada a las pérdidas ocurridas en el mismo), si hay un balance
entre la produccion bacteriana y la bacterivoria por protistas. Los cambios en la
composicion de especies en el ensamblado microbiano serian producidos por cambios
rapidos de los controles descendente y ascendente. Dependiendo de la direccion de esos
cambios se favoreceria a especies bacterianas que minimizan la depredacion (especialistas
en defensa), o a especies que responden rapidamente a cambios favorables en las

condiciones de crecimiento (especialistas en competencia) (Simek et al., 2002).

Los protistas fagotroficos son en general, clasificados como organismos filtradores
(ciliados y flagelados que producen corrientes), organismos que se alimentan por difusion
(heliozoa) y organismos raptoriales o que interceptan a las particulas (ciliados, flagelados y
amebas desnudas). Aunque el tamafio de la presa quizas sea el factor mas importante en
cuanto a selectividad de presas procariontes (Fenchel, 1980; Fenchel 1986a, b), existen

otros factores que intervienen en el proceso de alimentacion de los protistas fagotroficos,
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entre los cuales pueden citarse atrayentes quimicos, la movilidad de la presa, caracteristicas
de la superficie celular y la concentracion de presas (Jurgens y DeMott, 1995; Posch et al.,
2001; Boenigk et al., 2002; Matz y Jirgens, 2001; Matz et al., 2002). Generalmente se
piensa que la mortalidad por depredacion tiene un efecto importante en la disminucion de la
densidad y biomasa del picoplancton, lo que seria causa de la omnivoria de los protistas
heterotroficos, mientras que los cambios en diversidad estarian ligados a la actividad de los
virus (Pernthaler, 2005).

La importancia de los ciliados en la transferencia de energia y en la
remineralizacion de nutrientes, cuando menos durante periodos del ciclo anual, ha sido
generalizada, pero poco se sabe sobre sus interacciones con otros integrantes del plancton y
por tanto, sobre su papel en el circuito microbiano en el ambiente subdxico/andxico
(Massana y Pedros-Alio, 1994; Yamada et al., 1994), donde los estudios se han enfocado
en ambientes someros y eutréficos (Finlay, 1982; Guhl y Finlay, 1991). En el caso de los
HNFs se ha enfatizado su importancia como picoplanctivoros en sistemas acuaticos
(Boenigk y Arndt, 2002) y en particular se ha resaltado su densidad en la zona fética de los
sistemas acudticos (Fenchel, 1986a), pero aun falta profundizar sobre sus interacciones

tréficas con el picoplancton en el ambiente natural (Calbet et al., 2001; Simek et al., 2006).

Una de las preguntas que persiste, es si los resultados de experimentos sobre
consumo de picoplancton realizados con especies faciles de cultivar, son representativos
para las especies que dominan realmente en los sistemas acuaticos. EI empleo de técnicas
moleculares para la identificacion de aquellos organismos utilizados como presas por parte
de los protistas picoplanctivoros, puede proporcionar informacién sobre el papel de los
mismos como depredadores y modeladores de la estructura del picoplancton procarionte
(Simek et al., 2001, 2003; Jezbera et al., 2003, 2005). El objetivo de este proyecto fue
estudiar la composicion del ensamblado de ciliados y flagelados picoplanctivoros (formas
heterotrofas y/o mixotrofas), la relacion tréfica con las potenciales presas procariontes, la
determinacion de los potenciales simbiontes de los ciliados, asi como entender los factores
que determinan la variabilidad de los protistas picoplanctivoros en el circuito microbiano

del lago Alchichica, un lago monomictico calido de la Cuenca Oriental.



ANTECEDENTES

El lago Alchichica es un maar crater, con agua de origen atalasohalino (sélidos disueltos
totales en un intervalo de 8.3 a9 g L™), localizado a 19° 24° Norte, 97° 24> Oeste y situado
a 2340 metros sobre el nivel del mar, clasificado como lago monomictico célido de acuerdo
con el sistema de Lewis (1996). El lago tiene forma circular (diametro 1.8 km, Figura 1),
con profundidades maxima y media de 62 y 40.9 m respectivamente (Filonov et al., 2006).
Las aguas del lago son alcalinas (pH 8.7 a 9.2) dominadas por iones de sodio y cloro
(Vilaclara et al., 1993). El clima de la region es semiarido, con una temperatura media de
12.9° C y una precipitacién promedio anual menor de 500 mm (Garcia, 1988; Adame et al.,
2008).

Cuenca
Oriental

Lago

N
t

250m
Figura 1 Ubicacion de la Cuenca Oriental y batimetria del lago Alchichica (Filonov et al., 2006)

En particular para los protistas picoplanctivoros, se han realizado investigaciones
gue conciernen a los protozoos del ambiente litoral (Lugo et al., 1998), y a la variacion
estacional y temporal de los mismos en el ambiente peldgico (Lugo, 2000). En estos
estudios se ha reportado la presencia de crisomonadinas (Spumella spp.), kinetoplastidos
(Bodo spp.), Rhynchomonas y Pleuromonas, asi como el coanoflagelado (Monosiga sp.)
para los organismos flagelados.



En el caso de los protozoos ciliados, Lugo (2000) ha reportado la presencia de
peritricos como los ciliados més abundantes (Vorticella complejo octava y complejo
aquadulcis), Rhabdostyla cf. nebulifera, ademés de los escuticociliados Cyclidium
glaucoma y Uronema sp. Por otra parte, Macek et al. (2006, 2008) mencionan que el
ensamblado de ciliados no es muy diverso, y que esta dominado numéricamente por
ciliados picoplanctivoros. Adicionalmente, la biomasa de los ciliados en Alchichica esta
dominada por los gimnostoméatidos (Macek et al., 2006, 2008).

Es bien sabido que la selectividad de presas por parte de los protistas, depende
primordialmente del tamafio de las presas (Fenchel, 1986a, b), el cual es susceptible a
cambios en las condiciones ambientales, tanto de la disponibilidad de nutrientes, como de
la actividad de depredacion (Pernthaler, 2005). Ademés se sabe que los protistas son
capaces de diferenciar entre presas potenciales; por ejemplo, en el caso de estudios con
HNEF’s, se han considerado diferentes caracteristicas de las potenciales presas, tales como la
composicion bioguimica de la superficie celular (Matz y Jurgens, 2001), propiedades
electrostaticas y motilidad celular (Matz et al., 2002), pero no han sido concluyentes para
distinguir factores adicionales que determinen la selectividad de los depredadores. Si bien
se reconoce la importancia de la actividad de depredacion en la conformacion de la
estructura de las presas bacterianas (Pernthaler, 2005), existen pocos estudios relacionados
con la selectividad e impacto de la actividad depredadora de los protistas en ambientes

naturales.

Estudios que mostraron avances importantes en este rubro son los trabajos de Simek
et al. (1999), Diederichs et al. (2003), Medina-Sanchez et al. (2005) y Jezbera et al. (2005)
en el primero se estudiaron las cambios en la composicién de los procariontes, asociados a
diferentes fracciones de microzooplancton En los otros tres trabajos, el propdsito fue
identificar y cuantificar a los procariontes en el interior de células de protozoos. En estos
tres estudios, se utilizd un protocolo de hibridacion in situ que permitio mantener la
integridad celular de los organismos, la integridad de los plastidos, asi como evitar la

pérdida de células y la egestion de presas.

En estos estudios que usaron la técnica de hibridacion in situ, fue posible observar

células tanto de Bacteria como de Archaea (Medina-Sanchez et al., 2005) en el interior de
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los organismos, asi como conocer la composicién y selectividad de organismos
picoplanctivoros tanto en estudios de laboratorio como en experimentos de campo (Jezbera
et al., 2005) donde con respecto a los ciliados, sdlo se hicieron observaciones en trabajos de
laboratorio, con bacterias provenientes de medios de cultivo, y quedd por tanto la
interrogante sobre el comportamiento alimenticio de estos protistas en el ambiente natural,
puesto que en el laboratorio no se observo selectividad. Otra investigacion con un objetivo
similar, no mostrd evidencia de alimentacion selectiva en los ciliados por un taxén o
morfotipo particular usando experimentos in vitro (Neubacher et al., 2008). En el caso de
los flagelados, en los trabajos de laboratorio pudieron observarse diferentes tasas de
digestion, segdn la afiliacion taxondmica de la presa, asi como un cambio en la selectividad
de las presas procariontes a través del tiempo en los experimentos de campo, el cual estuvo

asociado al cambio en la estructura de tamarios de los procariontes.

En general, se acepta que los flagelados son los organismos bacterivoros mas
importantes en los sistemas acuaticos. Sin embargo, en Alchichica la presencia de los
flagelados no parece ser importante a lo largo del ciclo anual, y sus densidades mas altas se
han observado en la fase de mezcla del lago, en contraste con otros cuerpos de agua (Simek
et al., 2001; Callieri et al., 2002). Respecto al papel de los ciliados en el circuito
microbiano del lago Alchichica, se ha observado que la actividad depredadora no puede
explicar mas del 10% de la eliminacion del picoplancton autotrofico (Pestova et al., 2008).
Asimismo, poco se sabe sobre las estrategias de alimentacion de los ciliados en el ambiente
hipoxico-andxico del lago en cuestion, por lo que se estudiaron las interacciones troficas de

estos protistas picoplanctivoros con el picoplancton procarionte.



HIPOTESIS

La densidad y biomasa de los ciliados y flagelados picoplanctivoros tanto
heterotrofos como mixétrofos, reflejan los ciclos de disponibilidad y proporcion APP/ HPP

en el lago Alchichica.

La composicion del HPP presente tanto en las vacuolas digestivas o como
simbiontes de los ciliados, es similar a la composicion del HPP in situ.

La composicion del HPP en el contenido de las vacuolas de los flagelados no es
similar a la composicion del HPP in situ y refleja la selectividad de los organismos™.

! Fenchel, 1986a, 1986b
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OBJETIVOS

General

Estudiar, a través de una aproximacion semi-cuantitativa (importancia relativa de las

diferentes grupos filogenéticos como presas de los protistas) las relaciones troficas de los

ciliados y flagelados picoplanctivoros con las presas picoplanctonicas procariontes,

enfatizando tanto los cambios en sus densidades como el papel ecolégico de los mismos en

el circuito microbiano del lago Alchichica, durante dos ciclos del régimen térmico de la

columna de agua, enero 2008 a enero 2010.

Especificos

1.

Caracterizar el papel del metazooplancton en el desarrollo del ensamblado de
ciliados y flagelados.

Determinar taxonémicamente los ciliados presentes en el lago.

Determinar el modo de alimentacion predominante (heterétrofo / autétrofo) a través
de la presencia/ausencia de pigmentos fotosintéticos en los flagelados.

Cuantificar los ciliados y flagelados picoplanctivoros presentes en el ensamblado.
Determinar la biomasa de los ciliados y flagelados picoplanctivoros.

Estimar la fraccién del total de presas, perteneciente al APP, en las vacuolas
digestivas de los ciliados y flagelados picoplanctivoros.

Identificar y estimar las presas heterotrofas (HPP) (segln los siguientes grupos
filogenéticos: Planctomycetes, Verrucomicrobia, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria, Sulfato
reductoras y Archaea) en las vacuolas digestivas de los ciliados y flagelados
picoplanctivoros.

Determinar la afiliacion filogenética de los simbiontes de los ciliados.

Comparar la composicion del ensamblado procarionte in situ (HPP) con el
contenido de las vacuolas digestivas y con la composicién de los procariontes

aparentemente simbiontes.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Antes de realizar el muestreo, se hicieron mediciones de temperatura y oxigeno disuelto
(OD) de la columna de agua (Hydrolab DS4/SVR4, sistema de monitoreo de calidad del
agua). Las muestras fueron tomadas mensualmente en el periodo de enero de 2008 hasta
enero de 2010 (exceptuando enero y noviembre de 2009, cuando, por razones logisticas, se
realizaron dos muestreos, uno en la primera semana y el otro en la tltima semana del mes
correspondiente) usando una botella para muestreo Niskin (USA) o IHE (Republica Checa).
Cuando menos diez muestras fueron tomadas de la columna de agua durante la fase de
mezcla del lago; durante la fase de estratificacion del lago, el muestreo incluyé el

epilimnion o capa de mezcla, el metalimnion y el hipolimnion.

Del total de las profundidades muestreadas en la columna de agua, dos a tres
diferentes muestras fueron seleccionadas durante la fase de mezcla (afio 2009 y enero 2010)
ubicadas en la zona eufética y afdtica de la columna de agua. Durante la fase de
estratificacion, tres diferentes profundidades fueron seleccionadas (afios 2008 y 2009)
ubicadas en el metalimnion e hipolimnion del lago. El proposito fue examinar tanto la
composicion de procariontes presentes en las vacuolas de los protistas (enfocado
principalmente en el HPP), asi como la composicién del HPP in situ (potenciales presas
procariontes, disponibles a una profundidad especifica en la columna de agua). En las
profundidades habria potencialmente, una densidad suficiente de organismos protistas y

una composicion taxonémica diferente tanto de protistas como de presas procariontes.

A través del periodo de muestreo en la fase de estratificacion, las muestras
seleccionadas fueron tomadas de tres zonas: 1) parte superior del metalimnion (MS),
definido usando las diferencias maximas y minimas en temperatura a través de la columna
de agua, localizada sobre la zona donde la diferencia de temperatura es maxima (termoclina
planar); 2) Base del metalimnion (BM), localizada bajo la zona donde el gradiente de

temperatura s maximo, una zona con un marcado decremento en las concentraciones de
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OD, sin llegar a la anoxia y 3) hipolimnion, zona con diferencias minimas en temperatura y

en condiciones andxicas durante las fases de estratificacion establecida y tardia.

Incubaciones en bolsas de dialisis

Para caracterizar el desarrollo de los protistas en ausencia del metazooplancton adulto
(copépodos calanoides, principalmente), se realizaron experimentos de incubacion (Simek
et al., 1999, 2001). Los experimentos fueron realizados durante la fase de mezcla del afio
en enero de 2009 y enero de 2010 en las zonas eufotica y afética de la columna de agua, asi
como en la estratificacion bien establecida y tardia del lago (afios 2008 y 2009), y se
realizaron a las mismas profundidades seleccionadas y mencionadas en la seccion anterior.
Las incubaciones realizadas permitieron observar cambios en la composicion de
procariontes presentes en las muestras, potencialmente relacionados con la actividad de
alimentacion de los protistas. Por otra parte, también permitieron observar el crecimiento de

flagelados y/o taxones especificos de ciliados.

Para impedir la presencia del metazooplancton adulto dentro de las bolsas de dialisis
(1 L, limite de peso molecular 12 a 14 kDa, Spectra/Por VWR Scientific), el agua
recolectada de las profundidades seleccionadas fue filtrada a través de una malla de 100 pum
de apertura. Las bolsas de dialisis (por triplicado en cada profundidad), fueron colocadas en
su respectiva profundidad e incubadas durante seis dias. Después del periodo de
incubacidn, se tomaron muestras de cada bolsa de dialisis para enumerar los organismos
presentes. Simultdneamente, se recolectd y fijé una muestra integrada a partir del triplicado
de las bolsas, con el proposito de revisar la composicién del HPP in situ y la composicion

del contenido de las vacuolas de los protistas.

Fijacion de las muestras

Las muestras (150 mL), tanto de la columna de agua como de las incubaciones, fueron
fijadas con formalina a una concentracion final del 2% "/, para el picoplancton y para los
flagelados (Straskrabova et al., 1999). Para los ciliados (150 mL y 600 mL) se usé una
solucion de Lugol alcalino como fijador; posteriormente las muestras se decoloraron con

tiosulfato de sodio y se post-fijaron con formalina (Sherr y Sherr, 1996; Jezbera et al.,
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2005; Medina-Sanchez et al., 2005), o bien con Bouin 7/, para determinar

taxondmicamente a los ciliados.

Determinacion taxonémica y agrupamiento tréfico

Para determinar los flagelados se utiliz6 la muestra fijada con formalina. La
presencia/ausencia de pigmentos fotosintéticos en los flagelados se analiz6 en muestras
teflidas con DAPI (4°, 6-diamidino-2-fenilindol), con la ayuda de un microscopio de
epifluorescencia (Leica DMLB, Alemania). En el caso de los flagelados, el agrupamiento

tréfico sdlo se hizo considerando la presencia o ausencia de los pigmentos fotosintéticos.

Para la determinacion taxonomica de los ciliados, las muestras se post-fijaron con el
liquido de Bouin y se realizd la tincion de protargol cuantitativa sobre filtros de membrana
de ésteres de celulosa (1.2 um), de acuerdo a la modificacion de Skibbe (1994) del método
de Montagnes y Lynn (1987); la propuesta taxondémica de los ciliados se baso
principalmente en el trabajo de Foissner et al. (1999) y literatura especializada. El
agrupamiento taxonoémico-ecoldgico de los ciliados se basé en Macek et al. (2006). La
determinacion de la presencia de plastos o de organismos fotosintéticos asociados a los
ciliados se realiz6 en muestras tefiidas con DAPI, con la ayuda de un microscopio de

epifluorescencia.

Cuantificacion de los microorganismos

Las células de APP fueron enumeradas con base en la autofluorescencia de sus pigmentos
fotosintéticos, después de ser concentradas en membranas de policarbonato (0.2 pm) y
montadas en aceite de inmersion. Las células fueron visualizadas usando un juego de filtros
Leica Y3 (excitacion verde y luz de observacion naranja). Al menos 300 células, tanto de
APP como de HPP, fueron contadas por muestra, en campos seleccionados al azar en el
filtro. Para cuantificar el HPP, las células fueron concentradas en membranas de
policarbonato negras (0.2 um), tefiidas con DAPI (Porter y Feig, 1980) y enumeradas

usando un microscopio de epifluorescencia.

Para analizar la composicion del HPP in situ asi como el ingerido por los protistas,
se usO la técnica CARD-FISH, las células fueron concentradas en membranas de

policarbonato (diametro 47 mm, tamafios de poro 0.2 um para el HPP, 1 um para
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flagelados y 2 um para ciliados; GTTP Millipore, USA u Osmonics, Alemania) dentro de
las 24 h después del muestreo. Los filtros fueron colocados en cajas de Petri, secados al aire
y almacenados en congelacion hasta su procesamiento (Pernthaler et al., 2001; Sekar et al.,
2003).

Los flagelados fueron incluidos posteriormente a este trabajo y en consecuencia,
solo se contaron en el afio 2009 y se utilizaron membranas de policarbonato negras (1 pm).
Se us6O la tincién de DAPI para visualizar a los organismos y con la ayuda de un
microscopio de epifluorescencia se contaron los organismos presentes en 50 campos
escogidos al azar en el filtro. Los ciliados fueron contados en muestras tefiidas con DAPI
concentradas en membranas de policarbonato (2 pm) tefiidas con Negro de Irgalan (Sigma)

y se contaron todos los organismos presentes en el filtro.

Estimacion de biomasa de los protistas

La estimacion de la biomasa se realiz6 calculando los biovolimenes y el contenido de
carbono de las células. Para ello se midieron la longitud y el ancho de al menos 30 células
(tanto para ciliados como para flagelados, cuando fue posible). Con la media de estos datos
se calcul6 el volumen de las mismas por medio de la aproximacion a esferoides alargados.
Los resultados obtenidos se multiplicaron por un factor de 1.4, sugerido para células de
ciliados conservadas en Lugol y observadas en epifluorescencia con tincion por DAPI
(Muller y Geller, 1993; Jerome et al., 1993).

Estimacion de las células de APP ingeridas por los protistas

Durante el ciclo anual 2009, se estimd el nimero de células de APP ingerido por los
protistas, a partir de las muestras fijadas con formalina. Las células de APP se visualizaron
usando su propia autofluorescencia con ayuda de un microscopio de epifluorescencia. En el
caso de los flagelados, se conto el total de células observadas en el interior de los mismos.
Los conteos se realizaron en todos los organismos observados en 50 campos seleccionados
al azar, sobre un filtro de policarbonato (1 um), y se calcul6 el promedio por tipo de
flagelado (la ausencia de APP se consideré como cero APP ingerido y fue incluida en los
conteos). En los ciliados que se alimentan principalmente de APP, se seleccioné una

vacuola en la que fuese posible realizar el conteo de las células presentes. Posteriormente se
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contd el numero de vacuolas visibles en el organismo y se estimo el total de células de APP
ingeridas al multiplicar el nimero de vacuolas observadas por el total de celulas observadas
en la vacuola seleccionada. En los ciliados de menor tamafio se conto el total de células
presentes en el organismo, posteriormente se calcul6 el promedio de células ingeridas para
cada tipo de ciliado. Los conteos de células de APP ingeridas por los ciliados se realizaron

en todos los organismos observados sobre un filtro de policarbonato (2 pum).

Hibridacion

Para analizar la composicion de la comunidad bacteriana en las muestras de agua asi como
en las vacuolas de los protistas (Jezbera et al., 2005), se utiliz6 un protocolo para CARD-
FISH (Pernthaler et al., 2001; Sekar et al., 2003). Se usaron pruebas de oligonucleétidos
(Tabla 1), separadas para marcar a grupos especificos y mezcladas dirigidas a la mayoria de
las bacterias (EUBmix, mezcla de las pruebas EUB338, PLA886 y EUB338-1ll), para
marcar al total de bacterias susceptibles de ser hibridadas. Adicionalmente se uso la prueba
ARCH915 para marcar a los miembros de Archaea que pudieran estar presentes en las
muestras, y la prueba PAR 1457 para marcar a miembros de Paracoccus spp., potenciales
simbiontes de algunos ciliados de las zonas suboxica y andxica. En lo que sigue del texto
las pruebas son designadas por sus acronimos. Después de la hibridacion, las secciones de
filtro fueron tefiidas con DAPI. En el caso de los procariontes, las proporciones de células
hibridadas fueron enumeradas usando un microscopio de autofluorescencia, con aumento
de 1000x%. Para determinar la BCC, cuando menos 300 células hibridadas fueron contadas
en cada seccion de filtro sometido al proceso de hibridacién. Todos los conteos fueron
corregidos sustrayendo los conteos obtenidos con el control negativo NON338. Las
muestras analizadas corresponden al periodo de estratificacion del afio 2008 y al ciclo anual
2009.

Para el andlisis del contenido de las vacuolas de los flagelados, se observaron los
organismos presentes en 50 campos escogidos al azar para determinar la presencia y contar
las células hibridadas. En el caso de los ciliados, todos los organismos presentes en las
secciones de filtro fueron revisados para ver la presencia y contar las células hibridadas; la
ausencia de hibridacion fue considerada como cero e incluida en los conteos. Debido a que,

durante el ciclo anual, el namero total de flagelados y ciliados presentes en las muestras
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dependié de sus densidades naturales, los datos de algunos organismos no fueron
suficientes para obtener un comportamiento alimenticio que pudiera ser considerado
representativo. Por lo tanto, para realizar el célculo del indice de selectividad,
correspondiente a cada uno de los organismos mencionados mas adelante en la seccion de
resultados solo se usaron observaciones de cuando menos 15 organismos. Las correcciones
con la prueba NON338 fueron hechas, cuando fue posible, usando los conteos
correspondientes al mismo organismo, o bien tomando el porcentaje de la prueba NON338

mejor representado, obtenido para la muestra y profundidad correspondientes.

Tabla 1 Pruebas de oligonucleétidos usados en este estudio

Sitio Blanco
Prueba Especificidad Secuencia (5'- 3") (posiciones  Referencia
ARNr)
EUB338 Bacteria CCTGCCICCCOTACE 165 (33-as5) AMAT et
PLASS6 Planctomycetes Gee TTGTCC%ACCCA TAC 165 (886-904) Neigg%a"'
EU[]3“338— Verrucomicrobia GCT GCC '.Ar‘gg CCT AGG 16S (338-355) DaiTgsge; al,
NON338 Control Negativo ACTCCTACE BGAGEC 165 (338-355)  Wallner o2l
BET42A Betaproteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT 23?()(13)27' l\/larllz9 ;‘; al.,
GAM42a Gammaproteobacteria GCCTTCCCACATCGTTT 23?()(13)27' l\/larllz9 ;‘; al.,

GGT AAG GTT CTG CGC

ALF968 Alphaproteobacteria GTT 16S (968-985) Neef, 1997
CF319A Fla\?gggé)tecrﬁogglagﬁ;num TeGTCC ?Zg TCTCAG 165 (319-336) Maqggega'-'
Bacteroidetes
SRB385  Bacterias sulfato reductoras CGG CGTESE Teeere 16S (385-402) Amalngggt al.,
worts  awen STOCICRCCEOOOM s oy SEIY
PAR1457 Paracoccus sp. CTA CCG ggg TCC GCT (14571€51474) Neifggteal.,
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Anadlisis de los datos

Todos los conteos se integraron a bases de datos con el fin de analizar graficamente las
dindmicas anuales de los organismos y buscar correlaciones entre los mismos (paquetes
GraphPad - Prism e Instat) (Motulsky, 1999). Para saber si existieron diferencias
significativas en las densidades de HPP y APP, o en las densidades de flagelados y ciliados
entre las diferentes muestras in situ y aquellas obtenidas al final en los experimentos de
incubacion, se realiz6 una prueba de t para muestras dependientes. Con el fin de conocer si
existieron diferencias entre afios de muestreo y estratos de la columna de agua, se realizé un
andlisis de varianza factorial (afio x estrato) para la densidad de los organismos a partir del
periodo de estratificacion establecida. Para las dindmicas anuales de los diferentes
organismos, se usaron los datos calculados como promedios por columna o promedios
segun las diferentes capas del lago en la época de estratificacion. Los datos sobre BCC in
situ y el contenido de vacuolas fueron usados para calcular el indice de selectividad alfa de
Chesson (1978, 1983), usando la formula:
=D/ =1 n ¥ ia =1

I — yvn Ti
Ei:l?i

Donde: r; = porcentaje del item alimenticio i presente en las vacuolas del organismo
pi = porcentaje del mismo item i presente en el total de alimento disponible
n = nimero total de items alimenticios disponibles

Cuando o = 1/n, no ocurre alimentacion selectiva. Cuando a; < 1/n, ocurre seleccion
negativa, es decir aparece menor cantidad del item alimenticio i en la dieta de lo que se
esperaria si hubiese alimentacion al azar. Cuando a; > 1/n ocurre seleccion positiva, 0 sea
que hay mayor cantidad del item i en la dieta de lo que se esperaria si hubiese alimentacion
al azar. Los porcentajes usados para realizar el calculo del indice de selectividad, fueron

porcentajes relativos a los conteos EUBmix correspondientes.
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RESULTADOS

Variables fisico-quimicas

El régimen térmico de la columna de agua en el lago Alchichica es el propio de un lago
monomictico calido (Figura 2). Puede decirse, en general, que la fase de mezcla se mantuvo
desde finales de diciembre o principios de enero y persistié hasta finales de marzo o
comienzos de abril. Por otra parte, la fase de estratificacion ocurrio desde el mes de abril y

persistio hasta noviembre o diciembre.
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Figura 2 Régimen térmico (panel superior) y del oxigeno disuelto (panel inferior) para la columna
de agua del lago Alchichica durante el periodo de muestreo

En lo referente al oxigeno disuelto en la columna de agua, se registro el inicio de las
condiciones andxicas a principios de abril, cerca del fondo del lago. Posteriormente, con el

avance de la etapa de estratificacion, la zona anoxica se localizé a menor profundidad en la
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columna de agua. Ya en la estratificacion tardia, esta zona andxica de la columna se
estrecho paulatinamente, hasta presentar una concentracion homogénea de oxigeno disuelto
en la columna de agua en la etapa de mezcla del lago. Es necesario sefialar que en
diciembre de 2008, se registraron 15.5° C de temperatura en la superficie y 14.8° C en el
fondo por lo que no hubo estratificacion térmica. Sin embargo, las concentraciones de OD
en la columna de agua (5.8 a 0 mg L™ desde la superficie hasta el fondo) mostraron un
marcado decremento desde los 40 m hasta los 50 m. Por lo tanto, los datos bioldgicos
generados en diciembre de 2008 fueron asignados para su andlisis a las capas BM e
hipolimnion, donde se ajustaron a los criterios de zonacion de acuerdo con el perfil de OD,

descrito con anterioridad.

Cabe mencionar que, en el muestreo de 2009, durante el desarrollo de la
estratificacion temprana y su establecimiento, la sonda multiparamétrica con la cual se
realizaron los perfiles, no funciond correctamente. Por ello en las zonas que con frecuencia
son suboxicas (< 0.5 mg L™ de OD) o anéxicas, se registré una concentracion de OD en un
intervalo entre 0.5a 1 mg L ™, que no representa el comportamiento tipico del lago. Las
profundidades a las cuales se localizaron las diferentes capas del lago durante la fase de

estratificacion se observan en la Figura 3.
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Figura 3 Profundidades a las cuales se localizaron las diferentes capas del lago durante la
estratificacion térmica

En Alchichica se ha observado que existe un acoplamiento de la termoclina y la

oxiclina, el cual fue muy estrecho durante los meses de muestreo de 2008. En contraste,
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durante la estratificacion de 2009, el desarrollo de la oxiclina continu6é a mayor profundidad
que en 2008, interndndose en el hipolimnion. Ademas se observé un metalimnion de mayor
grosor comparado con el de 2008, particularmente en el periodo de estratificacion bien
establecida y estratificacion tardia. El establecimiento de las condiciones andxicas en la
columna de agua comenzé en la estratificacion temprana, cerca del fondo del lago.
Posteriormente, en el periodo de estratificacion bien establecida, las condiciones andxicas
dominaron la columna de agua desde los 25 m hasta el fondo, y desde los 35m hasta el

fondo, en la etapa de estratificacion tardia en ambos afios.

Picoplancton

El picoplancton alcanzé la maxima densidad durante la fase de mezcla (Figura 4). En el
caso del APP, la densidad méaxima en la columna de agua se observé en el mes de febrero
(1.07 x 10° cél. mL™) de 2008, y en febrero y abril de 2009 (alrededor de 1.14 x 10° cél.
mL™). Después del inicio de la estratificacion, la densidad de APP comenzé a disminuir y
alcanzd las densidades minimas en los meses de la estratificacion bien establecida y

estratificacion tardia.

SO P N W A~ 01O N

Células de picoplancton (108 mL1)

Periodo de muestreo

Figura 4 Tendencias del picoplancton autotréfico (APP) y el heterotrofico (HPP) (media + error
estandar), en la columna de agua durante el periodo de muestreo, M, Fase de mezcla

A diferencia del APP, el HPP (Figura 4) alcanzo la densidad maxima en abril de
2008 (4.27 x 10° cél. mL™) y en febrero de 2009 (3.95 x 10° cél. mL™). Al igual que el
APP, el HPP comenzé a disminuir al comienzo de la estratificacion del lago, y alcanzo la
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densidad minima en los meses de junio y agosto de 2008, mientras que en el 2009 la
densidad minima ocurri6 en julio. Esta variabilidad manifiesta la importancia del régimen

térmico del lago en la dindmica general del picoplancton en la columna de agua.

Por otra parte, en la dindmica del APP basada en las diferentes capas consideradas
en este estudio, (Figura 5a) se observd que en 2008 al inicio de la estratificacion las
densidades méaximas de APP se encontraron en el MS, seguidas de la capa de mezcla, la
BM vy finalmente el hipolimnion. Durante la estratificacion bien establecida y tardia, el
intervalo de densidad de células de APP en la capa de mezcla fue 6.98 x 10* a 3.2 x 10° cél.
mL™, en el MS fue 1.57 x 10° a 8.15 x 10* cél. mL™, en la BM fue 1.65 x 10° a 9.31 x 10°
cél. mL™ y en el hipolimnion 5.78 x 10* a 3.46 x 10* cél. mL™.

En 2009, durante el comienzo de la estratificacion, el valor maximo en la densidad
de APP se encontr6 en la capa de mezcla, seguido del MS, la BM y el hipolimnion.
Posteriormente, durante la estratificacion bien establecida y tardia, las medias para las
diferentes capas fueron muy similares: en la capa de mezcla las densidades estuvieron en el
intervalo 6.91 x 10* a 3.94 x 10 cél. mL™, en el MS el intervalo fue 1.55 x 10° a 3.94 x 10*
cél. mL™, en la BM fue de 1.36 x 10° a 2.47 x 10* cél. mL™, y finalmente en el hipolimnion
fue de 2.34 x 10* 2 3.4 x 10%cél. mL™.

Las densidades de APP de los experimentos de incubacién en bolsas de dialisis, en
2008 (Figura 5b), en el MS se encontraron en el intervalo 2.24 x 10° a 5.97 x 10% cél. mL™,
en la base del metalimnion el intervalo fue 2.23 x 10°> a 4.0 x 10° cél. mL™ y en el
hipolimnion el intervalo fue 2.01 x 10> a 2.13 x 10° cél. mL™. Las densidades de APP en
los experimentos de incubacion mostraron un incremento conforme avanzo el periodo de
estratificacion. Pero durante la estratificacion tardia, con excepcion de las incubaciones en
la BM en octubre, se observd un decremento en las densidades, con un minimo para todas
las incubaciones en noviembre. Posteriormente, en diciembre se observo un aumento en las

densidades de APP de los experimentos.
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Figura 5 Tendencias en la densidad media del picoplancton autotréfico (APP), en las diferentes
capas de la columna de agua (a) y en las incubaciones (b), a las profundidades durante el periodo de
muestreo; MS, metalimnion superior; BM, base del metalimnion; H, hipolimnion; M, fase de
mezcla; N 11 segundo muestreo en noviembre

En los experimentos de incubacién de 2009, el APP mostrd densidades muy bajas.
En la grafica solo se presentan datos de las incubaciones en las que se obtuvo una densidad
celular que permitiera realizar los conteos con base en imagenes digitales. Las incubaciones
en el MS en agosto y septiembre se perdieron y por tanto no hay datos. A diferencia de las
incubaciones de 2008, la densidad de APP en las incubaciones de 2009 fue muy
homogénea. No se encontraron diferencias significativas en la densidad de APP (Tabla 2)
entre las muestras de la columna de agua y las incubaciones durante la estratificacion. No
obstante, en las incubaciones de la zona eufotica durante el periodo de mezcla, en enero de

2009, se encontraron diferencias en las densidades de APP.
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Al comparar el promedio por columna entre los afios de muestreo, se encontré que
en el aflo 2009 hubo en promedio menor cantidad de APP que en el afio 2008 (ANOVA, F
(1, 22) = 16.048 p = 0.0005), por otra parte entre las capas consideradas en este estudio solo
se encontraron diferencias significativas (ANOVA, F (2, 18) = 4.7045 p = 0.02) en el
hipolimnion, con una densidad de células de APP menor que las existentes en el MS y la

BM, durante la estratificacion bien establecida.

Tabla 2 Diferencias entre las muestras de la columna de agua vs incubaciones

Capa 2008 2009 2010
MS/ZE Ago  Sep Oct Nov Dic Ene Ago Sep Oct Nov Nﬁv Ene
APP ns ns ns ns ns 0.04 P P ns ns ns ns
HPP ns ns ns 0.04 ns 0.01 ns ns ns ns ns ns
Densidad Ciliados  ns ns ns 0.002 ns ns ns ns NS ns ns ns
Cyclidium sp. ns ns 0.04  0.004 ns ns ns ns ns ns ns ns
HNF ns ns ns ns ns 0.04 ns ns 004 ns ns ns
BM/ZA
APP ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
HPP ns ns ns 0.021 0.02 0.001 ns 002 ns ns ns ns
Densidad Ciliados  ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Cyclidium sp. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Ciliado N Ident ns ns ns ns 0.01 ns ns ns ns ns ns ns
HNF ns ns ns ns ns ns ns ns 003 002 ns 003
Hipolimnion
APP ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
HPP ns  0.013 ns ns 0.02 ns ns 0.003 ns ns ns ns
Densidad Ciliados  ns ns ns ns ns ns ns 004 003 ns ns ns
Cristigera sp. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
HNF ns ns ns ns ns ns ns 001 ns ns ns ns

Los numeros indican los valores p (a, 0.05) prueba de t para muestras dependientes: ns, no
significativo; APP, picoplancton autotréfico; HPP, picoplancton heterotrofico; HNF,
nanoflagelados heterotréficos; MS, metalimnion superior; ZE, zona eufotica; BM, base del
metalimnion; ZA, Zona af6tica; N Il, segundo muestreo en noviembre; numeros sin
resaltar, crecimiento en la incubacion; nimeros en negrilla, decremento en las incubaciones

La dinamica del HPP en las diferentes capas consideradas (Figura 6a) mostré que en

2008 durante el inicio de la estratificacion, la mayor densidad de HPP se encontr6 en el
MS, seguida de la capa de mezcla, de la BM y del hipolimnion. Sin embargo, conforme
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avanzo la temporada de estratificacion, las densidades de las diferentes capas fueron muy
similares durante la estratificacion bien establecida y la estratificacion tardia, excepto en
octubre cuando se observo el minimo en densidad de HPP para la capa de mezcla. En
general, es a partir de agosto que se observé un paulatino incremento en las densidades de
HPP en las diferentes capas, el cual durd hasta la fase de mezcla del lago. Durante la
estratificacion bien establecida de 2008, las densidades de HPP en la capa de mezcla
estuvieron en el intervalo 2.63 x 10° a 2.02 x 10° cél. mL™, en el MS el intervalo fue 2.45 x
10° a 2.31 x 10°cél. mL™, en la BM el intervalo fue 2.35 x 10° a 2.46 x 10°cél. mL™* y en

el hipolimnion el intervalo se encontrd entre 2.68 x 10° a 2.19 x 10° cél. mL™.

En 2009 la méxima densidad de HPP, durante el comienzo de la estratificacion, se
encontré en el MS, seguida de la BM, la capa de mezcla y el hipolimnion. Durante la
estratificacion bien establecida y tardia, las densidades de HPP en la capa de mezcla
estuvieron en el intervalo 2.67 x 10° a 1.94 x 10°cél. mL™, en el MS el intervalo fue 2.08 x
10° a 2.85 x 10°cél. mL™?, en la BM el intervalo fue 1.76 x 10° a 2.78 x 10°cél. mL™, y en

el hipolimnion el intervalo fue 2.09 x 10° a 2.35 x 10° cél. mL™.

Respecto de los experimentos de incubacion de 2008, las densidades de HPP fueron
mayores que en la columna de agua. En el MS las densidades estuvieron en el intervalo
2.82 x 10%23.87 x 10°cél. mL™, en la BM el intervalo fue 2.8 x 10°a 1.7 x 10°cél. mL™ y
en el hipolimnion las densidades estuvieron en el intervalo 2.37 x 10° a 6.24 x 10° cél. mL®
! En las incubaciones realizadas en el MS y la BM las densidades de HPP tendieron a
incrementar conforme se aproximo la fase de mezcla. Las diferencias principales en las
densidades de HPP entre incubaciones individuales ocurrieron en diciembre, entre la capa

oxigenada y la andxica.

En los experimentos de 2009, el HPP en las incubaciones mostré densidades
similares a aquellas presentes en la columna de agua. Igual que con el APP, las densidades
del HPP en los experimentos de este afio mostraron poca variacion entre las incubaciones
de las diferentes capas. En las incubaciones del MS las densidades de HPP se encontraron
entre 1.56 x 10° a 2.56 x 10° cél. mL™?, en la BM el intervalo fue 2.1 x 10° a 3.4 x 10° cél.

mL?y en el hipolimnion el intervalo fue 2.26 x 10°a 2.1 x 10° cél. mL™.
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Figura 6 Tendencias en la densidad media del picoplancton heterotréfico (HPP), en las diferentes
capas de la columna de agua (a) y en las incubaciones (b), a las correspondientes profundidades
durante el periodo de muestreo; MS, metalimnion superior; BM, base del metalimnion; H,
hipolimnion; M, fase de mezcla; N 11, segundo muestreo en el mes de noviembre

Por otra parte, al comparar el promedio por columna en cuanto al HPP, se encontrd
que en el afio 2009 hubo mayor cantidad de HPP (ANOVA, F (1, 18) = 10.524 p = 0.0045)
en comparacion al afio 2008, pero no se encontraron diferencias significativas entre las
diferentes capas consideradas en este trabajo durante la etapa de estratificacion bien

establecida.

En las incubaciones realizadas en 2008 durante el periodo de mezcla (Figura 7), se
observo que la densidad del HPP en las incubaciones fue mayor que en la columna de agua,
pero similar entre las incubaciones a las diferentes profundidades. Sin embargo, en 2009 las

densidades de HPP en las incubaciones y en la columna fueron similares. Las diferencias
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significativas para el HPP (Tabla 2) se encontraron en las incubaciones del MS en
diciembre de 2008, en la BM de noviembre y diciembre del mismo afio, y en el hipolimnion
en diciembre de 2008. En septiembre de 2009 en las incubaciones de la BM y del

hipolimnion se encontraron diferencias significativas.
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Figura 7 Picoplancton heterotrofico (HPP) (media * desviacién estandar), en la columna de agua y
en las incubaciones en enero; ZE, zona eufética; ZA, zona afética

Composicion de la comunidad bacteriana

En general, el promedio de los porcentajes de hibridacién total en la columna de agua
(Figura 8), oscil6 entre 20% y 50%. Los mayores porcentajes de hibridacion se presentaron
en septiembre de 2008, marzo de 2009 y enero de 2010 (55.4%, 83.1% y 69.3%
respectivamente). Los menores porcentajes de hibridacion se observaron durante los meses
de estratificacion o comienzo de la mezcla de 2008 y fueron 23.5% y 24.8% en agosto y
diciembre respectivamente. En 2009 los porcentajes de hibridacién méas bajos alcanzaron

18.6% y 24.8% respectivamente en junio y diciembre respectivamente.

Respecto de los porcentajes de hibridacion en las diferentes capas de la columna de
agua (Figura 9a), se observo que durante la etapa de estratificacion de 2008, los porcentajes
de hibridacién de la BM y del hipolimnion fueron muy similares y fue en diciembre cuando
se observaron diferencias entre la parte oxigenada y la parte andxica de la columna de agua.

En el MS de ese mismo afio se observd que los porcentajes de hibridacion en septiembre y
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noviembre fueron menores que en la BM y el hipolimnion, excepto en octubre cuando

ocurrid lo contrario.
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Figura 8 Porcentaje total de bacterias hibridadas con el uso de la mezcla EUBmix en la columna de
agua

En 2009 se observé una disminucion paulatina en los porcentajes de hibridacion en
el MS (58% a 28% de septiembre a noviembre respectivamente; Figura 9a). Los
porcentajes de hibridacion en la BM tuvieron un incremento de agosto a septiembre (36% a
56%) y después permanecieron entre el 46% y 50%. Finalmente, en el hipolimnion los
porcentajes de hibridacion permanecieron constantes en agosto y septiembre (alrededor de
36%), aumentaron en octubre y noviembre (48% y 53%, respectivamente) y finalmente en

el segundo muestreo de noviembre, el porcentaje disminuyé a 28%.

En los experimentos de incubacion de 2008 (Figura 9b), se encontré que el
porcentaje de hibridacion en el MS disminuy6, en comparacion con la columna de agua, en
septiembre y octubre (41% a 15.4% y 45% a 34%, respectivamente), mientras que
noviembre aumenté de 28% a 33%. Por otra parte, en la BM las muestras de las
incubaciones de septiembre mostraron una disminucién notable respecto de la columna de
agua (68% a 19%), lo mismo que en octubre (32% a 15%), sin embargo, en noviembre
hubo un aumento de 45% a 69%. Finalmente, en el hipolimnion se observo una
disminucion de 56% a 37% en septiembre, un incremento de 24% a 39% en octubre y un

decremento de 42% a 25% en noviembre.
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Figura 9 Porcentaje total de bacterias hibridadas con la mezcla EUBmix en las diferentes capas de
la columna de agua (a) y en las incubaciones (b) a las correspondientes profundidades durante el
periodo de muestreo; MS, metalimnion superior; BM, base del metalimnion; H, hipolimnion; M,
fase de mezcla; N 1, segundo muestreo de noviembre

En 2009, las incubaciones en el MS mostraron un aumento de 56% a 71% en el mes
de octubre, mientras que en noviembre el porcentaje de hibridacién permanecié sin
cambios, y en el segundo experimento de noviembre se observo un aumento de 29% a 33%.
En las incubaciones en la BM, en agosto se registro una disminucion de 36% a 32%, en
septiembre un aumento de 52% a 58%, en octubre un aumento de 46% a 50%, en
noviembre una disminucién de 49% a 28% Yy en el segundo experimento de noviembre un
aumento de 50% a 54%. En las incubaciones del hipolimnion se observé en agosto un

aumento de 36% a 43%, en septiembre una disminucion de 34% a 28%, en octubre una
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disminucion de 48% a 36%, en noviembre una disminucién de 53% a 45% y en el segundo

experimento de noviembre un aumento de 28% a 39%.
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Figura 10 Porcentaje total de bacterias hibridadas en la columna de agua y en las incubaciones
durante enero; ZE, zona eufotica; ZA, zona afética

En enero de 2009 durante la fase de mezcla, se observd que el porcentaje de
hibridacién en la columna de agua fue diferente entre las zonas eufética y afética (22% y
40%, respectivamente, Figura 10) mientras que en las incubaciones los porcentajes fueron
50% y 71% en las zonas eufotica y afotica, respectivamente. En las incubaciones de enero
de 2010, se registraron porcentajes de hibridacion de 80% en la zona eufética y de 58% en
la zona afética de la columna de agua, mientras que en las incubaciones los porcentajes
fueron 72% en las incubaciones en la zona eufética y 56% en las incubaciones de la zona

afética.

La composicion promedio de grupos bacterianos en la columna de agua a través del
periodo de muestreo se presenta en la Figura 11. Las proporciones fueron calculadas
respecto al porcentaje total de hibridacion obtenido con los conteos usando la mezcla
EUBmix. Durante la fase de estratificacion de 2008, practicamente no se observo
dominancia de ninguno de los grupos bacterianos determinados con las pruebas. En agosto
Alphaproteobacteria y en septiembre Gammaproteobacteria y Cytophaga-Flavobacteria
mostraron una proporcién mayor que el resto de los grupos. Fue hasta la fase de mezcla en
enero de 2009 cuando el grupo Cytophaga-Flavobacteria domind en la columna de agua,

mientras que Planctomycetes domind en abril al comienzo de la fase de estratificacion.

-30-



BET

[

7%

= x 100
© e GAM
g% 80 &
£ 8 60 |E B CF
o 2
o c
.%8 40 ‘ M ALF
= © S
c o \
g2 20 L Ny SRB
£e l

A [0 VERR

PLA

Periodo de muestreo

Figura 11 Contribucion relativa de cada uno de los grupos bacterianos determinados con la técnica
CARD-FISH, en la columna de agua; BET, Betaproteobacteria; GAM, Gammaproteobacteria; CF,
Cytophaga-Flavobacteria; ALF, Alphaproteobacteria; SRB, bacterias sulfato-reductoras; VERR,
Verrucomicrobia; PLA, Planctomycetes

Una vez establecida la estratificacion en 2009, en mayo continud la dominancia de
Planctomycetes. En junio las bacterias sulfato-reductoras dominaron en la columna de
agua, mientras que en julio Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria dominaron la
composicion. Posteriormente, en agosto, no hubo dominancia clara de algin tipo
bacteriano, en septiembre nuevamente dominaron las bacterias sulfato-reductoras y en el

resto del periodo de muestreo lo hizo Betaproteobacteria.

La composicion de las muestras de la columna de agua y de los experimentos de
incubacion se muestra en la Figura 12. En el MS (Figura 12a), se observaron cambios en la
composicion bacteriana entre las muestras de la columna de agua y las de los experimentos
de incubacion. En septiembre de 2008, se observo una disminucion en el porcentaje
acumulado por los diferentes grupos bacterianos determinados en este estudio, lo que
sugiere el desarrollo de bacterias que no pudieron ser hibridadas con las sondas usadas. Por
otra parte, se registr0 una disminucion importante en el porcentaje relativo de
Gammaproteobacteria y la desaparicion de Verrucomicrobia en las muestras de
incubacion. En octubre aumentaron los porcentajes de Cytophaga-Flavobacteria,
Alphaproteobacteria y Verrucomicrobia y el porcentaje acumulado en las muestras de
incubacion. En noviembre disminuy6 tanto el porcentaje acumulado como los porcentajes

de bacterias sulfato-reductoras, Verrucomicrobia y Planctomycetes.
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Figura 12 Contribucion relativa de cada uno de los grupos bacterianos determinados con la técnica
CARD-FISH, en la columna de agua y en las incubaciones en las diferentes capas: a) metalimnion
superior; b) base del metalimnion; c¢) hipolimnion; BET, Betaproteobacteria;, GAM,
Gammaproteobacteria; CF, Cytophaga-Flavobacteria; ALF, Alphaproteobacteria; SRB, bacterias
sulfato-reductoras; VERR, Verrucomicrobia; PLA, Planctomycetes

En octubre de 2009 en las muestras del MS se observaron organismos de
Verrucomicrobia, mientras que en las muestras de las incubaciones Alphaproteobacteria y
Verrucomicrobia fueron los grupos caracteristicos. En noviembre en la columna se
observaron principalmente Alphaproteobacteria, pero en las incubaciones aparecieron

Cytophaga-Flavobacteria, Alphaproteobacteria y bacterias sulfato-reductoras. Finalmente,
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en el segundo experimento de noviembre en las incubaciones se observd una importante

disminucion de Gammaproteobacteria respecto de la columna de agua.

En septiembre de 2008, en las incubaciones de la BM (Figura 12b) se observo una
marcada disminucion en el porcentaje acumulado asi como en la composicion. El grupo
Betaproteobacteria no fue registrado en las incubaciones, lo mismo las bacterias sulfato-
reductoras, Verrucomicrobia y Planctomycetes. En octubre no aparecieron las
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y bacterias sulfato-reductoras en las
incubaciones, mientras que el porcentaje de Alphaproteobacteria aumentd. En noviembre
nuevamente disminuyo6 el porcentaje acumulado de las incubaciones y no se registraron
Betaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria, bacterias sulfato-reductoras,
Verrucomicrobia y Planctomycetes. En diciembre aumentd el porcentaje acumulado de las
incubaciones, al igual que la dominancia de Cytophaga-Flavobacteria en las mismas.

En los experimentos de agosto de 2009, se observé un importante decremento en el
porcentaje acumulado en las incubaciones, y no aparecieron la mayoria de los grupos
bacterianos observados en la columna, a excepcion de Gammaproteobacteria. En
septiembre, la columna de agua estuvo dominada por Gammaproteobacteria, Cytophaga-
Flavobacteria y bacterias sulfato-reductoras, pero en la incubacion dominé el grupo
Cytophaga-Flavobacteria. En octubre, los cambios en la composicion involucraron un
aumento en el porcentaje de Cytophaga-Flavobacteria y Alphaproteobacteria, asi como la
disminucion de Gammaproteobacteria. En noviembre, la principal diferencia en la
composicion entre muestras de la columna y de las incubaciones fue, que en éstas Ultimas,
se observd la dominancia de Cytophaga-Flavobacteria. De forma similar, en el segundo
experimento de noviembre, la principal diferencia fue la dominancia de Betaproteobacteria

y Alphaproteobacteria, en comparacion con la columna de agua.

En septiembre de 2008 en septiembre, en las incubaciones realizadas en el
hipolimnion (Figura 12c), se observo una disminucion en el porcentaje acumulado asi como
la desaparicion de Gammaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria, Verrucomicrobia,
Planctomycetes y bacterias sulfato-reductoras. En octubre, la principal diferencia fue la
dominancia de Alphaproteobacteria; en noviembre existié una disminucion importante en

el porcentaje acumulado y los porcentajes de los grupos bacterianos encontrados, asi como
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la desaparicion de Alphaproteobacteria. En diciembre, en la columna de agua domind

Planctomycetes y en las incubaciones, Gammaproteobacteria y Cytophaga-Flavobacteria.

Finalmente, en las incubaciones de agosto de 2009 no aparecié el grupo
Planctomycetes, y en septiembre se observé un decremento en el porcentaje acumulado asi
como en los porcentajes de Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria vy
Verrucomicrobia. En octubre, ademas del aumento del porcentaje acumulado destaco la
dominancia de Planctomycetes. En noviembre se observd nuevamente un aumento en el
porcentaje acumulado de bacterias hibridadas y la composicion de las mismas estuvo
dominada por Betaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria y Alphaproteobacteria. Por
ultimo, en el segundo experimento de noviembre no se registré hibridacién en las muestras

de la columna de agua, mientras en las incubaciones dominé el grupo Betaproteobacteria.

En la figura 13 se observa la composicion de las diferentes muestras en
incubaciones durante la fase de mezcla del lago. En enero de 2009 la columna de agua en la
zona eufética estuvo dominada por Cytophaga-Flavobacteria, pero la composicién
posterior a la incubacion mostr6 crecimiento de Alphaproteobacteria y de bacterias sulfato-
reductoras. En la zona afética se observd a Verrucomicrobia como grupo dominante, pero
al término de la incubacién, Alphaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria, y
Betaproteobacteria dominaron la composicién. En enero de 2010, se observaron pocas
bacterias hibridadas tanto en la columna de agua como en las incubaciones de la zona
eufédtica. En la incubacion de la zona afética de ese mismo afio se observo el desarrollo de

Gammaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria, y Alphaproteobacteria.
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Figura 13 Contribucion relativa de cada uno de los grupos bacterianos determinados con la técnica
CARD-FISH, en la columna de agua y en las incubaciones en las diferentes capas: a) Zona eufética;
b) Zona afética; BET, Betaproteobacteria; GAM, Gammaproteobacteria; CF, Cytophaga-
Flavobacteria; ALF, Alphaproteobacteria; SRB, bacterias sulfato-reductoras; VERR,
Verrucomicrobia; PLA, Planctomycetes

Flagelados

La tendencia en la densidad de flagelados totales (autotréficos mas heterotréficos)
se muestra en la Figura 14. La maxima densidad se registré en marzo (3.86 x 10° cél. mL"
1, después hubo una disminucién que alcanzé el minimo en junio (9.62 x 10% cél. mL™).
Un segundo maximo se observé en agosto (3.57 x 10% cél. mL™) y un tercer maximo en
diciembre (3.71 x 10° cél. mL™), finalmente en enero de 2010 se observé la disminucién de

la densidad a nimeros similares a los de enero de 2009.
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Figura 14 Tendencia en el promedio de densidades de flagelados en la columna de agua en el ciclo
anual 2009

La separacion por grupos en los flagelados se basd en la presencia/ausencia de
pigmentos fotosintéticos. Los flagelados pigmentados presentaron tres maximos de
densidad, el primero en marzo (2.39 x 10° cél. mL™), el segundo en agosto (3.19 x 10° cél.
mL™) y el tercero en noviembre-diciembre (2.78 x 10° cél. mL™), de tal forma que
coincidieron con los maximos del total de flagelados presentes en la columna de agua. Los
flagelados no pigmentados tuvieron un méaximo durante el ciclo anual, en abril (2.8 x 10°
cél. mL™), al comienzo de la etapa de estratificacion. Posteriormente, las densidades
disminuyeron conforme avanzo la estratificacion, y hacia el final de la misma se observaron

fluctuaciones en las densidades conforme se acerc6 la fase de mezcla.

La variabilidad de la biomasa total de los flagelados se observa en la Figura 15. En
el ciclo anual se registr6 un maximo en el mes de abril, posteriormente hubo una
disminucion de la biomasa total al establecerse la estratificacion. EI minimo de biomasa
ocurrio en julio y a partir de este mes hubo fluctuaciones en el promedio de la biomasa
total. Los flagelados pimentados fueron importantes en el aporte de biomasa en febrero,

agosto y noviembre, cuando superaron a los flagelados no pigmentados.
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Figura 15 Tendencia en la biomasa de flagelados en el ciclo anual 2009

En septiembre de 2009 (Figura 16) en la columna de agua, no se observaron
flagelados en las profundidades escogidas, éstos normalmente se localizaron
preferentemente en la zona eufética del lago. En contraparte, en las incubaciones se
observd el crecimiento de los flagelados (flagelados no pigmentados) en las diferentes
profundidades. En las muestras incubadas en el MS en octubre, se observo una disminucion
del total de flagelados presentes. En noviembre se observé un incremento en los flagelados
totales, en las muestras incubadas en el hipolimnion. En el segundo muestreo de noviembre,
se observaron en las muestras del MS de la columna de agua mientras que en las
incubaciones no aparecieron. En las incubaciones de la BM, los flagelados fueron mas
abundantes que en la columna de agua, y en el hipolimnion se registraron densidades muy

bajas de flagelados en las incubaciones mientras que no se observaron en la columna de
agua.
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Figura 16 Comportamiento de la densidad total de flagelados en la columna de agua (a) y en las
incubaciones (b) en las diferentes capas; MS, metalimnion superior; BM, base del metalimnion; H,

hipolimnion

En las incubaciones realizadas en la fase de mezcla de lago (enero de 2009, Figura
17) se observo un incremento en la densidad de flagelados en la zona eufédtica. En el
experimento de enero de 2010 hubo un incremento en las densidades de flagelados de las
muestras incubadas tanto en la zona eufética como en la zona afotica. Las diferencias
significativas entre la columna de agua y las incubaciones (Tabla 2), se hallaron en las
incubaciones de enero de 2009 en las zonas eufética y afética de la columna de agua. En
ese mismo afio, durante el periodo de estratificacion en las incubaciones en el MS, se
encontraron diferencias significativas en octubre. En cambio, en las incubaciones de la BM

las diferencias significativas aparecieron en octubre y noviembre y en el hipolimnion se
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encontraron diferencias en septiembre. En el 2010, s6lo en las incubaciones de la zona
afética se encontraron diferencias significativas en las densidades de flagelados, entre las

muestras de la columna de agua y las incubaciones.
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Figura 17 Comportamiento del total de flagelados en la columna de agua y en las incubaciones en
enero; ZE, zona eufética; ZA, zona afética

Ciliados

La variacion de la densidad de ciliados en el ciclo anual se observa en la Figura 18. Durante
la fase de mezcla de lago, se observaron las menores densidades de ciliados en la columna
de agua. Posteriormente, a partir del establecimiento de la fase de estratificacion, se
observo que las densidades de ciliados aumentaron alcanzando un maximo en octubre de

los dos afios de muestreo, y a partir de entonces las densidades disminuyeron.

La variacion de la biomasa de los ciliados fue similar a la de la densidad (Figura
19). EI méximo de biomasa se alcanzé en octubre de ambos afios y los minimos se
presentaron durante la fase de mezcla en marzo.
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Figura 18 Densidad total de ciliados en la columna de agua
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Figura 19 Variacién del promedio de biomasa de los ciliados en la columna de agua

La composicion taxonémica de los ciliados se presenta en la Figura 20. Durante la
fase de mezcla de 2008 predominaron organismos pertenecientes a Stichotrichia (Halteria
sp.) y Peritrichia (Vorticella spp. y Pelagovorticella sp.) asociados a diatomeas y
cianobacterias filamentosas. Posteriormente, una vez establecida la estratificacion del lago,
organismos pertenecientes a Scuticociliatia se hicieron presentes en las partes profundas del
lago (Cristigera sp. e Isocyclidium sp.) y en el metalimnion (Cyclidum sp. e Isocyclidium
sp.). Ya en la estratificacion bien establecida, se hizo manifiesto el dominio numérico de
los escuticociliados en la columna de agua, ademas de la aparicion de miembros de

Hypotrichia (Euplotopsis sp. y otro euplotido no determinado), Armophorida
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(Caenomorpha sp.), Heterotrichida (Spirostomum sp.) y Haptoria (Phialina sp., Uroleptus
sp. y Litonotus sp.). Hacia el final de la estratificacion nuevamente aparecieron ciliados
peritricos en la capa de mezcla.

En 2009, durante la fase de mezcla, dominaron los peritricos y los ciliados
esticotricos, los cuales estuvieron presentes a lo largo de la etapa de estratificacion, aunque
en bajas densidades. Durante la estratificacion, dominaron los escuticociliados hasta el

comienzo de la fase de mezcla del lago.

30 r
DGymnDstDmalea

a A Peritrichia
—El 20
= ] Prostomatea
©
S Z4 Hypotrichia
g 10 P

B scuticociliatia
[} Heterotrichida
Stichotrichia
Armophorida
Haptoria

Periodo de muestreo

Figura 20 Composicion taxonémica de los ciliados en la columna de agua

En el caso de la biomasa de los ciliados (Figura 21), en 2008 durante la fase de
mezcla y comienzo de la estratificacion dominaron los peritricos y esticotricos. Durante la
estratificacion bien establecida y tardia dominaron los ciliados haptéridos, un heterotrico y

los hipotricos, al igual que en la transicion de la estratificacion y la fase de mezcla.

En 2009 desde la fase de mezcla hasta la estratificacion temprana, dominaron los
ciliados peritricos y los esticotricos, el heterotrico Spirostomum sp. particularmente en
julio, septiembre y octubre, ya en la estratificacion bien establecida. En ese afio los
haptoridos solo tuvieron una contribucion menor a la biomasa total de los ciliados,

particularmente en la estratificacion tardia y en los comienzos de la fase de mezcla.
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Figura 21 Aporte de biomasa de los ciliados, por grupo taxonémico, en la columna de agua

La densidad de los ciliados en cada una de las respectivas capas de la columna de
agua se encuentra en la Figura 22. Se aprecia que en la capa de mezcla, la densidad de
ciliados fue baja en comparacion con las capas mas profundas del lago, y que estuvo
dominada por esticotricos y en menor medida, por peritricos en la fase de mezcla y
principios de la estratificacion. Posteriormente, en la estratificacion bien establecida y
tardia dominaron los haptoridos y particularmente en 2008 se observaron escuticociliados
en esta capa, ademas de los gimnostomatidos hacia la transicién a la fase de mezcla. Sin
embargo en el ciclo anual 2009, dominaron los esticotricos y los gimnostomatidos, tanto en
la fase de mezcla como en la estratificacion establecida y tardia. En el metalimnion
superior, durante 2008, se observd una clara dominancia de los ciliados peritricos en la
etapa inicial de la estratificacion. Posteriormente dominaron los escuticociliados en la
estratificacion establecida y tardia, pero en la transicion a la fase de mezcla dominaron los
ciliados gimnostomatidos. En el ciclo anual 2009 fue clara la dominancia de esticotricos en
esta capa a lo largo del afio, seguida de gimnostomatidos y en menor medida por los

escuticociliados.

En la base del metalimnion, en el ciclo anual 2008, a comienzos de la estratificacion
fue posible observar peritricos y esticotricos, reemplazados a partir de agosto por
escuticociliados, que dominaron practicamente durante el resto del ciclo anual, con

excepcion de diciembre, cuando se observaron hipotricos en altos nimeros. En el ciclo
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anual 2009, durante la fase de mezcla y el comienzo de la etapa de estratificacion,
dominaron los esticotricos y gimnostomatidos; sin embargo, a partir de septiembre el
dominio numérico de los escuticociliados se hizo evidente, y persistio hasta enero cuando
se observaron nuevamente ciliados esticotricos en esta profundidad. En el hipolimnion, en
el comienzo de la estratificacion se encontraron ciliados peritricos, pero a partir del
establecimiento de las condiciones anoxicas el dominio de los escuticociliados se hizo
evidente, ademas de algunos haptdridos que estuvieron presentes en octubre de 2008. En el
ciclo 2009 a comienzos de la estratificacion, los esticotricos dominaron esta capa, pero
posteriormente los escuticociliados reemplazaron a los esticotricos durante el resto del ciclo

anual.

El aporte de biomasa de ciliados, diferenciado por grupo taxondémico, en las
diferentes capas de la columna de agua se muestra en la Figura 23. En la capa de mezcla en
2008, dominaron los peritricos y los esticotricos durante la mezcla y comienzo de la
estratificacion, pero en la estratificacion bien establecida dominaron los haptéridos y los
gimnostomatidos. En 2009 nuevamente dominaron los peritricos durante la mezcla e inicio
de la estratificacion, pero en la estratificacion bien establecida en julio dominaron los
hipotricos, esticotricos y un heterotrico. En la transicién a la fase de mezcla nuevamente se
pudo observar dominancia de los haptdridos en el aporte de biomasa. En 2008, en el MS
dominaron los peritricos en el inicio de la estratificacion, pero en la estratificacion
establecida y tardia dominaron los esticotricos, los hipotricos, un heterotrico y en menor
medida, los haptoridos. En 2009 la biomasa estuvo dominada por peritricos y esticotricos al
comienzo de la estratificacion, pero en el resto del ciclo anual practicamente dominaron los

esticotricos.

En la BM, al comienzo de la estratificacién, dominaron los peritricos y haptoridos,
ya en la estratificacion bien establecida y tardia, la biomasa estuvo compuesta por
esticotricos, escuticociliados, haptdridos, un heterotrico e hipotricos; estos ultimos
dominaron la biomasa en diciembre de 2008. En el ciclo anual 2009, en el comienzo de la
estratificacion, dominaron los peritricos y los esticotricos, durante la estratificacién bien
establecida y tardia la biomasa estuvo dominada por escuticociliados, un heterotrico y en

menor medida, por haptéridos. En diciembre los hipotricos dominaron la biomasa de esta
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capa. En el hipolimnion, durante el comienzo de la estratificacion de 2008, dominaron la
biomasa los peritricos y esticotricos, en octubre practicamente dominaron un heterotrico y
los haptoridos. En el ciclo anual 2009, la biomasa estuvo dominada por el ciliado
heterotrico, con aportes menores de los escuticociliados, y en la transicion a la mezcla, de

los haptdridos.
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Figura 23 Aporte de biomasa por grupo taxonémico en las diferentes capas
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La comparacion en las tendencias de la densidad de ciliados en las diferentes capas
de la columna de agua y en los experimentos de incubacion se muestra en la Figura 24. En
2008 en las muestras del metalimnion superior, en las incubaciones aumento la densidad,
comparada con la de la columna de agua, sobre todo en las incubaciones de noviembre. En
las muestras de la base del metalimnion, la densidad en la columna de agua y en las
incubaciones fue practicamente la misma con excepcion de las incubaciones de septiembre
en las que se observé una disminucion de la densidad en las incubaciones. En las muestras
del hipolimnion en todas las incubaciones se observé una disminucién de la densidad hacia

el final de los experimentos.
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Figura 24 Tendencias en la densidad de ciliados en la columna de agua (a) y en las incubaciones (b)

en las diferentes capas; MS, metalimnion superior; BM, base del metalimnion; H, hipolimnion

-47 -



Las incubaciones de agosto y septiembre de 2009 en el MS se perdieron. En el resto
de los experimentos se observé una disminucion en la densidad, comparada con la de la
columna de agua. En las muestras de la BM, de agosto a noviembre, las densidades en la
columna de agua y en las incubaciones fueron practicamente las mismas; en cambio, en el
segundo experimento de noviembre, aumentd la densidad de ciliados. En todos los
experimentos del hipolimnion disminuy6 la densidad de organismos al final de los

experimentos.

En las incubaciones realizadas en la fase de mezcla en enero de 2009 (Figura 25), se
observo igualmente una disminucion en densidad de ciliados. En los experimentos de enero
de 2010 ocurrié algo similar. Hubo diferencias significativas entre muestras de la columna
de agua y de las incubaciones (Tabla2), en octubre de 2008 con respecto a Cyclidium sp. y
en noviembre con respecto a Cyclidium sp. y a la densidad total de ciliados. En las
incubaciones de diciembre en la BM se observo el crecimiento de un ciliado no
determinado taxondmicamente. Durante las incubaciones del afio 2009 se encontraron

diferencias significativas en septiembre y octubre en el hipolimnion.
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Figura 25 Variacion de la densidad de ciliados en la columna de agua y en las incubaciones en los
meses de enero; ZE, zona euf6tica; ZA, zona afética

Con respecto a la determinacion taxondmica de los ciliados, se lograron mejores

tinciones de protargol en muestras provenientes de la zona andxica de la columna. Esto
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permitio realizar mejores observaciones en los escuticociliados presentes en el hipolimnion
y se pudo establecer la presencia de escuticociliados del género Cristigera (Figura 26) en el
lago Alchichica, antes determinado como Trimyema sp. En las tinciones con DAPI para
realizar el conteo de los ciliados en las muestras, fue posible diferenciar a estos dos
escuticociliados por la posicion y tamafio del macronicleo y del micronucleo.
Adicionalmente, mientras Cristigera sp. se encontrd principalmente en el hipolimnion y en

condiciones andxicas, Cyclidium sp. se encontr6 en la BM en condiciones suboxicas.

Figura 26 a) Cristigera sp. en tincion con protargol, b) Cristigera sp. en tincion con DAPI, c)

Cyclidium sp. en tincion con protargol, d) Cyclidium sp. en tincién con DAPI

Adicionalmente, se logré la determinacién de Euplotopsis sp. (Borror y Hill, 1995),
anteriormente determinado como Euplotes cf. daidaleos, debido a la presencia de algas
ingeridas que parecen tener una asociacion simbidtica con este ciliado (Figura 27).
Teniendo en cuenta la posicién y el nimero de los cirros frontoventrales, es posible ubicar
al ciliado dentro del género Euplotopsis. Morfol6gicamente el ciliado coincide con la
descripcion de Euplotopsis affinis (Dujardin 1842; Borror y Hill 1995), pero para el género
Euplotopsis no se han reportado endosimbiontes algales ni procariontes. Por esta razon, en
este trabajo se presenta s6lo como Euplotopsis sp. ya que se ha observado a este ciliado en
una posible asociacion simbiotica con diatomeas. Por lo que se debe recabar mayor
informacidn sobre esta posible asociacion simbiética, asi como informacion con técnicas de
biologia molecular. Lo que permitird lograr una mejor determinacion taxonémica y

descripcion de la ecologia de este ciliado.
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Figura 27 a) Euplotopsis sp. en tincién con protargol, se muestra el argiroma y una serie fotos en
diferentes cortes Opticos que permiten apreciar los cirros, enumerados con nimeros romanos e
indicando con flechas los que son importantes en la determinacion taxondmica; b) Euplotopsis sp.
en tincién con protargol mostrado en diferentes cortes Opticos que permiten apreciar diatomeas
ingeridas, c) Euplotopsis sp. en tincion con DAPI que permite observar a las diatomeas ingeridas
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Contenido de vacuolas

En el caso de los flagelados, el promedio de células de APP ingeridas se observa en la
Figura 28. En los flagelados pigmentados practicamente no se observaron células ingeridas,
con excepcion de abril, julio, octubre y noviembre. Los flagelados no pigmentados
mostraron poca ingestion de APP durante la fase de mezcla y estratificacion temprana. El
maximo de células de APP ingeridas ocurrio en junio y posteriormente casi no se observo

APP ingerido por estos organismos.
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Figura 28 Estimacidon del promedio de células de APP ingeridas por los flagelados y promedio de
APP disponible en la columna de agua

En el caso de los ciliados, se observé que los organismos que mas consumieron APP
fueron los peritricos (Pelagovorticella sp., y Vorticella spp.) y el esticotrico Halteria sp.
(Figura 29), principalmente durante la fase de mezcla y en la fase de estratificacion
temprana. Posteriormente, los hipotricos fueron los que consumieron las células de APP
durante la estratificacién bien establecida. En diciembre se observd que Cristigera sp.
consumio células de APP en la parte suboOxica-anoxica de la columna de agua y finalmente
en enero, ya en la fase de mezcla, nuevamente Pelagovorticella sp. fue el principal

organismo que consumio APP.
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Figura 29 Estimacion del promedio de células de APP ingeridas por los ciliados

Los resultados de la selectividad en ingestion de presas pertenecientes al HPP,
medidos a través del indice de selectividad de Chesson, se muestran en la Figura 30 y
corresponden a flagelados en los meses de mezcla. Solo los flagelados no pigmentados
mostraron células hibridadas por medio de la técnica CARD-FISH. En diciembre de 2008
en la zona eufotica se observaron organismos Gammaproteobacteria en el interior de los
flagelados de la columna de agua, pero no en los de las bolsas de didlisis. Lo mismo
sucedid con las muestras de la zona afdtica en el mismo mes, y en las muestras tomadas
cerca del fondo del lago, ademas de Gammaproteobacteria se detectaron Planctomycetes al
interior de los organismos de la columna de agua, pero en las incubaciones no se

encontraron flagelados.

En enero de 2009 se hicieron dos muestreos: en el primero solo se muestreo la
columna de agua y en el segundo, se realizaron ademas experimentos de incubacion. En el
primer muestreo de enero, en las muestras de la zona eufotica solo Betaproteobacteria fue
seleccionado positivamente por los flagelados; en la zona af6tica s6lo organismos del grupo
Cytophaga-Flavobacteria fueron seleccionados como alimento por los flagelados, mientras
que cerca del fondo, bacterias del grupo Planctomycetes fueron las ingeridas con mayor
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frecuencia. A partir de este muestreo ya no se analizaron muestras provenientes del fondo
para observar la presencia de bacteria ingeridas, debido a la baja densidad de flagelados a

esa profundidad.

En el segundo muestreo de enero, no se observaron flagelados con bacterias
hibridadas en las muestras de la columna de agua en la zona fdtica, pero en las
incubaciones se observaron Planctomycetes y Gammaproteobacteria al interior de los
flagelados. En las muestras de la zona afética de la columna de agua so6lo se observaron a
bacterias sulfato-reductoras al interior de los flagelados, mientras que en las muestras de las

incubaciones organismos de las Gammaproteobacteria fueron observados en los flagelados.

En febrero en las muestras provenientes de la zona fdtica no se observaron
flagelados con bacterias hibridadas en su interior. En marzo fue posible detectar
organismos pertenecientes a Alphaproteobacteria como seleccionados positivamente por
los flagelados, ademéas de Gammaproteobacteria, que se ubicaron apenas sobre el limite del
umbral de selectividad. En diciembre, en la siguiente fase de mezcla, no aparecieron
flagelados con células hibridadas en su interior. Lo mismo sucedi6 en enero de 2010 en las
muestras de la columna de agua, sin embargo, en las incubaciones realizadas en ese mes, se

observaron organismos de Gammaproteobacteria al interior de los flagelados.

En las muestras de la zona afética, en febrero, organismos de Cytophaga-
Flavobacteria fueron seleccionados positivamente por los flagelados. En diciembre, al
comienzo de la siguiente fase de mezcla del lago, organismos de Verrucomicrobia fueron
positivamente seleccionados por los flagelados en esta zona de la columna de agua. En
enero de 2010, en la columna de agua no se observaron flagelados con bacterias hibridadas
en su interior, mientras que en las muestras de las incubaciones, los flagelados mostraron

células de Alphaproteobacteria en su interior.
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Figura 30 indice de selectividad (o) para los flagelados no pigmentados en la columna de agua y en
las incubaciones durante el periodo de mezcla, a diferentes profundidades: a) Zona eufética, b)
Zona afética y c) Fondo del lago; lineas horizontales valores aproximados del umbral 1/n; Ene |1
segundo muestreo en enero de 2009 BET, Betaproteobacteria; GAM, Gammaproteobacteria; CF,
Cytophaga-Flavobacteria; ALF, Alphaproteobacteria; SRB, bacterias sulfato-reductoras; VERR,
Verrucomicrobia; PLA, Planctomycetes
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Figura 31 indice de selectividad (o) para los flagelados no pigmentados en la columna de agua y en
las incubaciones durante el periodo de estratificacion, a diferentes profundidades: a) Metalimnion
superior, b) Base del metalimnion y c) Hipolimnion, lineas horizontales valores aproximados del
umbral 1/n; N I, segundo muestreo en noviembre; BET, Betaproteobacteria; GAM,
Gammaproteobacteria; CF, Cytophaga-Flavobacteria; ALF, Alphaproteobacteria; SRB, bacterias
sulfato-reductoras; VERR, Verrucomicrobia; PLA, Planctomycetes
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El indice de selectividad para los flagelados, en las muestras de la fase de
estratificacion del lago, se muestra en la Figura 31. En las muestras de la columna de agua,
en la parte superior del metalimnion, se observé a miembros de Cytophaga-Flavobacteria
al interior de los flagelados en abril de 2009. En mayo, organismos de Alphaproteobacteria
fueron seleccionados por los flagelados, en esta zona de la columna de agua. En la base del
metalimnion, en abril se observaron organismos de Alphaproteobacteria y Cytophaga-
Flavobacteria al interior de los flagelados. En el hipolimnion sélo se observaron bacterias-

sulfato-reductoras dentro de los flagelados.

Es importante sefialar, que a partir de mayo, la densidad de flagelados en la columna
de agua disminuyd y en consecuencia ya no fue posible observar células hibridadas en su
interior, en las muestras de la columna de agua. Por esta razon sélo se presentan aquellos
meses en los que fue posible obtener datos. Asi, fue en septiembre cuando se observaron
nuevamente células hibridadas al interior de los flagelados. En las muestras del MS se
observaron células de Cytophaga-Flavobacteria al interior de los flagelados, en la columna
de agua. En las muestras de la BM no aparecieron flagelados con células hibridadas en las
muestras provenientes de la columna de agua, mientras que en las muestras de las
incubaciones se observaron células de Alphaproteobacteria y de Verrucomicrobia al

interior de los flagelados.

En octubre, las células ingeridas por los flagelados en las muestras de la columna de
agua del MS pertenecieron a Verrucomicrobia, mientras que en los flagelados presentes en
las bolsas de didlisis solo se observaron células de Alphaproteobacteria. En las muestras de
la BM de la columna de agua se pudieron ver células de bacterias sulfato-reductoras y
Cytophaga-Flavobacteria ingeridas por los flagelados. En noviembre, en las muestras del
MS, no se observaron flagelados con células hibridadas al interior; sin embargo, en las
muestras las incubaciones, células de Cytophaga-Flavobacteria fueron seleccionadas por
los flagelados. En las muestras de la columna de agua de la BM, células de Cytophaga-
Flavobacteria se observaron dentro de los flagelados, mientras que en las muestras de las

incubaciones no se observaron células hibridadas al interior de los flagelados.

En el segundo experimento de noviembre, en las muestras de la columna de agua

del MS, células de Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria fueron visualizadas al
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interior de los flagelados, pero en los flagelados de las incubaciones no se encontraron
células hibridadas en su interior. En las muestras de la BM de la columna de agua solo se
observaron celulas de Gammaproteobacteria al interior de los flagelados, pero en las

incubaciones aparecieron células ingeridas de Alphaproteobacteria.

El indice de selectividad de los ciliados se muestra en la Figura 32. En este caso, y
dada la posibilidad de distinguir los géneros de ciliados, los datos se muestran por afio, mes
y ciliado para el cual se pudo reunir informacion suficiente para el calculo del indice de
selectividad. Durante 2008 en el MS, se encontrdé una alta presencia de
Alphaproteobacteria en los ciliados, principalmente en Cyclidium sp. tanto en la columna
de agua como en los experimentos. Sin embargo, en los experimentos de noviembre los
altos valores del indice alfa para Alphaproteobacteria disminuyeron, y miembros de otros
grupos como Verrucomicrobia, Cytophaga-Flavobacteria y bacterias sulfato-reductoras,
pudieron ser detectados en el interior de los ciliados. Algunos de estos grupos, como
Verrucomicrobia pueden ser considerados como ingeridos al azar, de acuerdo al criterio de
interpretacion del indice de selectividad, en la columna de agua en el mes de octubre,
Cytophaga-Flavobacteria ingerido por Cyclidium sp. en los experimentos de septiembre y
Gammaproteobacteria y Verrucomicrobia ingeridos por el mismo género de ciliado y otro

no identificado, respectivamente, en noviembre.

En las muestras de la base del metalimnion, en la columna de agua, Cyclidium sp.
una vez mas, mostré una alta preferencia por Alphaproteobacteria (excepto en el mes de
agosto, cuando Gammaproteobacteria fue el grupo dominante dentro de sus células), y
adicionalmente por Gammaproteobacteria en septiembre. En octubre, otros ciliados
diferentes aparecieron en las muestras, y organismos de Alphaproteobacteria vy
Planctomycetes fueron su principal alimento. En noviembre, organismos de
Alphaproteobacteria, Cytophaga-Flavobacteria y Planctomycetes predominaron como
alimento dentro de los ciliados. En diciembre no se encontraron ciliados con células

hibridadas en su interior.
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Figura 32 Indice de selectividad (o) de los ciliados en la columna de agua y de las incubaciones
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En los experimentos de la base del metalimnion, en septiembre y octubre, no se
encontraron ciliados con células hibridadas en su interior. En noviembre,
Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria fueron los principales organismos
encontrados dentro de los ciliados, seguidos por Cytophaga-Flavobacteria. De forma
similar a lo que se observo en las muestras del MS, algunas bacterias pueden entrar en la
definicién de seleccidn al azar, y ese fue el caso de Cytophaga-Flavobacteria en agosto y
octubre, Gammaproteobacteria en septiembre y Planctomycetes y Betaproteobacteria en
noviembre en muestras de la columna de agua. La alimentacion al azar en los experimentos
en la base del metalimnion fue observada en noviembre para Alphaproteobacteria y

Cytophaga-Flavobacteria.

En el caso de las muestras del hipolimnion de la columna de agua,
Gammaproteobacteria, bacterias sulfato-reductoras y Cytophaga-Flavobacteria, fueron
seleccionadas preferentemente por los ciliados, en agosto. Bacterias sulfato-reductoras,
Verrucomicrobia y Gammaproteobacteria fueron observadas en el interior de Isocyclidium
sp. en septiembre. Verrucomicrobia, Gammaproteobacteria, bacterias sulfato-reductoras,
Alphaproteobacteria y Cytophaga-Flavobacteria fueron observadas en el interior de los
ciliados en octubre; en noviembre s6lo se encontraron células de Alphaproteobacteria en el

interior de los ciliados.

En los experimentos del hipolimnion, las bacterias sulfato-reductoras y
Alphaproteobacteria, se encontraron dentro de los ciliados en septiembre, Cytophaga-
Flavobacteria, en octubre, y en noviembre no se encontraron bacterias hibridadas al interior
de los ciliados. En los experimentos de diciembre, de forma similar a lo sucedido en las
muestras de la columna de agua, no se encontraron ciliados con bacterias hibridadas en su
interior. En 2009, en las muestras tomadas en el MS de la columna de agua, s6lo en octubre
pudieron observarse ciliados con bacterias hibridadas. S6lo Halteria sp. mostro bacterias
hibridadas al interior, de los grupos Gammaproteobacteria y Cytophaga-Flavobacteria.
Mientras que, en las muestras de las incubaciones, s6lo en el segundo experimento de
noviembre, se pudieron observar células hibridadas al interior del escuticociliado Cyclidium
sp., fundamentalmente organismos de Cytophaga-Flavobacteria como alimento

seleccionado y Alphaproteobacteria consumido al azar.
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Las observaciones de las muestras de la BM de la columna de agua en septiembre
de 2009 mostraron que Uronema sp. tuvo alta preferencia por ingerir bacterias del grupo
Cytophaga-Flavobacteria. En octubre, se observd a Cyclidium sp. con bacterias del grupo
Verrucomicrobia en su interior, mientras que en noviembre Betaproteobacteria fue el
grupo observado al interior de las células de Cyclidium sp. Finalmente, en el segundo
muestreo de noviembre, las células de Gammaproteobacteria dominaron la composicion al
interior de Cyclidium sp., seguidas por bacterias sulfato-reductoras y Verrucomicrobia

como organismos ingeridos al azar.

En los experimentos de incubaciones realizados en agosto en la BM, no fue posible
observar ciliados con células hibridadas en su interior. En septiembre, se observé que
Cyclidium sp. tuvo una alta proporcion de células de Verrucomicrobia en las vacuolas,
mientras que el mismo organismo, en octubre presentd células de Gammaproteobacteria y
Cytophaga-Flavobacteria como presas seleccionadas. En el primer experimento de
noviembre no se observaron células de ciliados con bacterias hibridadas en su interior. Sin
embargo, en el segundo experimento de noviembre fue posible observar que Cyclidium sp.
tenia células de Alphaproteobacteria como alimento.

En las muestras del hipolimnion de la columna de agua en julio, pudo observarse a
Cristigera sp. con células exclusivamente de Alphaproteobacteria en su interior mientras
que, en agosto, las células mas abundantes fueron de Cytophaga-Flavobacteria, seguidas
por Planctomycetes. En septiembre, los organismos mas abundantes observados al interior
de Cristigera sp., fueron Planctomycetes seguidos de Gammaproteobacteria como
alimento ingerido al azar, mientras que en octubre, los organismos seleccionados fueron
Betaproteobacteria. En el primer muestreo de noviembre, Cristigera sp. mostré bacterias
de Alphaproteobacteria como presas seleccionadas, seguido por Betaproteobacteria y
Gammaproteobacteria como presas ingeridas al azar. En el segundo muestreo de
noviembre no se observaron células hibridadas al interior de los ciliados y finalmente en
diciembre, Cristigera sp. mostrd células de bacterias sulfato-reductoras y de

Planctomycetes como organismos seleccionados.

En el caso de los experimentos de incubacion en el hipolimnion, durante agosto y

septiembre no se observaron ciliados con células hibridadas al interior. En octubre
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Cristigera sp. mostro células de Alphaproteobacteria como organismo seleccionado. En
noviembre se observaron Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria como alimentos
seleccionados, mientras que en el segundo experimento de noviembre, se pudo ver mayor

proporcion de Cytophaga-Flavobacteria al interior de los ciliados.

Tabla 3 Correlacion Producto Momento (Pearson)

Elementos correlacionados Correlacionap <0.5

Ciclos anuales

VERR, APP -0.55

CF, ALF 0.52

Densidad Haptorida, densidad Prostomatea 0.91
Densidad ciliados, densidad APP -0.4

Estratificacion

Biomasa escuticociliados, % EUB 0.6
Densidad F Ox, % EUB 0.58
Densidad F An, HPP/APP 0.7

Las correlaciones presentadas son significativas a p (o, 0.05), comprenden los valores promedio
para los elementos mencionados tanto en los ciclos anuales como en la estratificacion (datos de
abril a noviembre). APP, picoplancton autotr6fico; HPP, picoplancton heterotréfico; VERR,
Verrucomicrobiales; CF, Cytophaga-Flavobacteria; ALF, Alphaproteobacteria; EUB, porcentaje
total de bacterias hibridadas; F Ox, ciliados filtradores en capas oxigenadas; F An, ciliados
filtradores en capas anoxicas

El contenido de vacuolas en los protistas fue muy variable entre meses y
profundidades, sélo se encontraron correlaciones entre el porcentaje total de hibridacion y
la biomasa de los escuticociliados y la densidad de los mismos organismos en la BM (Tabla
3). Lo que establece la importancia de las bacterias metabdlicamente activas como fuente
de alimento para los ciliados pequefios y su potencial papel como depredadores en el
control de la cantidad de bacterias activas en capas especificas de la columna de agua. La
ausencia de correlacion entre el porcentaje de total de hibridacion y los ciliados en las
zonas andxicas, puede significar la predominancia de procesos diferentes a la depredacién

en el control de la fraccidn de bacterias activas en el hipolimnion.
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En la Figura 33 se muestran algunos ciliados con bacterias hibridadas en su interior.
En el caso de la Figura 33a se trata de Caenomorpha sp. tefildo con DAPI, y en la Figura
33b se observan las bacterias hibridadas en su interior, aparentemente asociadas a un
organelo del ciliado (probablemente un hidrogenosoma). Estas bacterias, potencialmente
simbiontes, sélo hibridaron con la prueba EUB338, por lo que no se pudo determinar el

grupo filogenético al que pertenecen.

En la Figura 33c se observa al ciliado Cristigera sp., tefiido con DAPI, y en la
Figura 33d se observa al mismo ciliado con bacterias simbiontes en su superficie. Al igual
que en el caso de Caenomorpha sp., sélo se pudo observar a estas bacterias hibridadas con
la prueba EUB338 por lo que su afiliacion filogenética se ignora. En las Figuras 33e y f se
observa a un ciliado no determinado en las muestras de octubre de 2008 y que crecié en las
incubaciones de noviembre del mismo afio, y mostré una alta preferencia por la ingestion
de células de Alphaproteobacteria. En las figuras 33g y h se observa a un escuticociliado
teflido con DAPI, que muestra bacterias en su interior, que no son tan brillantes como en las

hibridaciones, y que posiblemente sean picocianobacterias.
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Figura 33 Algunos ciliados con bacterias hibridadas en su interior, a) Caenomorpha sp. tefiido con
DAPI, b) Caenomorpha sp. con bacterias hibridadas, aparentemente asociadas a un hidrogenosoma,
¢) Cristigera sp. tefiida con DAPI, d) Cristigera sp. con bacterias simbiontes en su superficie, ) Un
ciliado no determinado tefiido con DAPI, f) EI mismo ciliado con bacterias hibridadas en el interior
de las vacuolas, g) Un escuticociliado tefiido con DAPI y h) EI mismo escuticociliado con algunas
bacterias en su interior (presumiblemente picocianobacterias), que no tienen la fluorescencia del
fluorocromo CY5 usado en el proceso de hibridacion

En la Figura 34a se observa un flagelado que fue el mas abundante en junio y julio;
en la Figura 34b se observa un flagelado con pigmentos fotosintéticos y en las Figuras 34c
y d se observan flagelados que normalmente se desarrollaron en las incubaciones en bolsas

de diélisis.

Figura 34 Algunos flagelados observados durante el ciclo anual 2009, a) Flagelado heterotrofico
observado en junio y julio, tefiido con DAPI, b) Flagelado con pigmentos fotosintéticos, ¢) y d)
Flagelados heterotréficos que se observaron en las bolsas de incubacion al término de los
experimentos
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DISCUSION

A continuacion se comentan brevemente los diferentes aspectos del presente trabajo en tres
secciones. En la primera, se discute el picoplancton total y las fracciones APP y HPP,
enfocando la argumentacion en la variabilidad en el ciclo anual y su relacion al régimen
térmico del lago. Posteriormente, se comenta la variabilidad en los porcentajes de
hibridacion, asumida como la fraccion del HPP con actividad metabdlica en la columna de
agua, y su relacion tanto con el régimen térmico del lago como con la presencia de
depredadores protistas en capas especificas de la columna de agua. A continuacién se
comenta la variabilidad en la composicién del HPP, segun la técnica CARD-FISH su
posible relacion con el régimen térmico de la columna de agua y con otros componentes del
plancton. En la segunda seccion, se discute la variabilidad y composicién de los protistas y
el papel del ciclo térmico del lago en la estructuracion espacial de la columna de agua y en
consecuencia, en la distribucién espacial y temporal de los protistas en la columna de agua.
Finalmente, en la tercera seccion se discute el papel de los protistas como depredadores y

estructuradores del picoplancton.

Variabilidad de los diferentes componentes del picoplancton, relacién con el régimen
térmico del lago y con otros organismos plancténicos

En el lago Alchichica el régimen térmico, determinante de la hidrodinamica del lago, es de
importancia fundamental en la variabilidad del picoplancton, cuya densidad total es similar
a la observada en cuerpos acuaticos meso-eutroficos (Sherr et al., 1991; Simek et al.,
1995). La mayor densidad del picoplancton se observé durante el periodo de mezcla, y
tendio a decrecer conforme se estratifico la columna de agua. En el caso del picoplancton
total presente en la capa de mezcla, se esperaba encontrar bajas densidades debido al
agotamiento de recursos o a la competencia con el fitoplancton (Morris y Lewis, 1992;
Weisse, 1993; Vrede et al., 1999; Alcocer et al., 2000; Oliva et al., 2001) debido a que el
establecimiento de la estratificacién favorece la acumulacion de materia organica en las
partes profundas del lago, donde ocurre la remineralizacion, pero evita que los nutrientes

regresen a las capas menos profundas.
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La densidad del picoplancton autotrofico APP, durante la fase de estratificacion, fue
alta en el metalimnion y baja para las capas de mezcla y del hipolimnion, y estos resultados
coinciden con trabajos anteriores (Pestova et al., 2008). Se sabe que el APP responde
facilmente a cambios pequefios en la disponibilidad de nutrientes, y aun cuando esas
respuestas son muy complejas (Frenette et al., 1998; Callieri y Stockner, 2007), en el lago
Alchichica se ha encontrado una correlacion positiva de su densidad con la concentracion
del fésforo particulado (Hernandez-Awvilés et al., 2010). Por lo tanto, la mayor densidad de
APP en la capa del metalimnion de la columna de agua, como en las incubaciones, puede
estar relacionada con la disponibilidad de nutrientes o con las condiciones luminicas. El
crecimiento del APP probablemente es favorecido en las partes mas profundas de la zona
fética debido a su tamafio pequefio, a su baja demanda de radiacion y un mejor ambiente
nutricional (Frenette et al., 1998; Callieri y Stockner, 2007).

La densidad promedio del picoplancton heterotrofo observada en la columna de
agua concuerda con observaciones previas, sin embargo en este estudio se observaron altas
densidades de HPP y su contribucién al picoplancton total fue muy importante, con
pequefios aportes del APP en los meses de octubre y diciembre, contrario a lo registrado
por Pestova et al. (2008), quienes encontraron que la densidad maxima de HPP se encontrd
en la superficie (20 m), y sus densidades y contribucion al picoplancton total en la
termoclina o en el maximo profundo de clorofila fueron bajas, lo mismo que en el
hipolimnion donde el HPP reportado fue de menos de 1 x 10° céls. mL™. Los hallazgos en
el presente trabajo son consistentes con el decaimiento de la produccion primaria, lo que se
reflejaria en las densidades bacterianas, especialmente en el metalimnion durante el
desarrollo del maximo profundo de clorofila. Adicionalmente, en las latitudes tropicales la
temperatura promedio de la columna de agua es mas alta que en los lagos templados
(Lewis, 1987), por lo que se esperaria un aumento en las velocidades de las reacciones

biogquimicas, altas tasas de crecimiento y mayor productividad.

En este trabajo se encontrd un alto porcentaje total de hibridacion durante los meses
de mezcla, con una clara tendencia a disminuir durante el establecimiento de la
estratificacion, al igual que en el estudio de Hernandez-Avilés et al., (2010). Los

porcentajes totales de hibridacion de las bacterias obtenidos en este estudio y en el
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antecedente de Hernandez—Avilés et al. (2010) concuerdan con aquellos obtenidos en
muchos otros estudios (revisado en del Giorgo y Gasol, 2008; Lennon y Jones, 2011) en los
que se ha observado que las células activas son sélo una fraccion del total en el ambiente.
La variabilidad en los porcentajes totales de hibridacion, pueden explicarse por la
limitacidn de nutrientes que se presenta con el establecimiento de la estratificacion, como lo
sugieren los resultados de estudios en los que se encontrd una correlacion positiva entre el
porcentaje total de bacterias hibridadas con el fésforo particulado (Hernandez—Auvilés et al.,
2010) y al hecho de que en las células bacterianas el contenido de fosforo en las bacterias
se encuentra sub-saturado (Jurgens y Gide, 1990), lo que permite la posibilidad de que el
picoplancton se encuentre limitado por fésforo, debido a que sus reservas son sélo para
corto plazo, contrario a aquellas del fitoplancton (Morris y Lewis, 1992, Vrede et al., 1999;
Agawin et al., 2000).

Si bien la limitacion por fésforo explica la variabilidad observada en el porcentaje
total de hibridacion en la columna de agua y en la parte superior del metalimnion, no
explica los porcentajes de hibridacién registrados en la base del metalimnion, ni en el
hipolimnion. A estas profundidades, las condiciones fisico-quimicas serian favorables para
el crecimiento de las bacterias, (Lewis, 1987; Psenner y Puczko, 1988), pero la presencia de
escuticociliados tendria un impacto negativo en los porcentajes de hibridacion de las
bacterias en las capas subdxica y anodxica de la columna de agua. Se sabe que el
protozooplancton consume preferentemente las células procariontes mas grandes, que se
hallan en proceso de division y que tienen actividad metabdlica, lo que afectaria las
densidades de bacterias activas y sus tasas especificas de crecimiento (Gonzalez et al.,
1990). Adicionalmente, al comparar los porcentajes totales de hibridacion entre las
muestras de la columna de agua y las incubaciones en bolsas de dialisis, frecuentemente se
observaron reducciones en el porcentaje de hibridacion en los experimentos de incubacion.
Aunque estos decrementos en los porcentajes de hibridacion podrian estar relacionados con
cambios en la disponibilidad de nutrientes, debido al tamizado previo de la muestra para
eliminar al metazooplancton adulto, también podrian estar relacionados a la presion por
depredacion ejercida por el protozooplancton. La correlacion positiva, encontrada en este
estudio, entre la biomasa de los escuticociliados y el porcentaje total de hibridacién, apoya

el punto de vista de la depredacion por parte de los escuticociliados como un factor que
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controla el porcentaje de bacterias activas en el ambiente suboxico de la columna de agua y
establece la importancia de estas bacterias activas como fuente de alimento para los

escuticociliados.

Con respecto a la composicion taxonomica del picoplancton heterétrofo en la
columna de agua se observo que, conforme se aproximaé el periodo de mezcla, disminuyd la
suma acumulada de los grupos filogenéticos bacterianos que fue posible determinar. Es
posible que organismos de diferente afiliacion taxondmica, a los determinados con las
pruebas usadas, se desarrollaran y formaran parte importante del picoplancton, uno de los
principales grupos candidatos es Actinobacteria, para el cual no se obtuvo la prueba de
oligonucleodtidos, y que ha mostrado ser un grupo bacteriano importante en ambientes
dulceacuicolas y resistente a la digestion en las vacuolas de los protistas (Sekar et al.,
2003). De forma semejante a lo observado en los promedios para la columna de agua, en las
diferentes capas e incubaciones, la composicion taxondémica del picoplancton heterotrofo
tuvo variaciones importantes, pero no se encontraron correlaciones con las densidades de

ciliados, o flagelados.

Junto con la depredacién por parte de los protistas, los virus son igualmente
importantes en la conformacion de la composicion taxonémica final del picoplancton en
experimentos de incubacion, como lo han mostrado los resultados de Simek et al. (2001).
La actividad litica de los virus es importante cuando menos en las zonas por encima de la
termoclina, ya que debajo de la termoclina los numeros de virus tienden a disminuir
notablemente, al menos en ambientes marinos (de ~10%" en la zona de mezcla a 10* debajo
de la termoclina) (Breitbart et al., 2008; Clasen et al., 2008). Debido a las limitaciones
metodoldgicas, no se hizo la determinacion de los taxa bacterianos que podrian ser
afectados por lisis virica en las muestras y, por tanto, el papel de la lisis por virus en la
estructura del picoplancton en Alchichica es desconocido. Adicionalmente, los porcentajes
intermedios de hibridacion, sugieren una importante proporcion de células en estado
inactivo, generando un “banco de semillas” cuya importancia en las dindmicas procariontes
aun no es bien comprendida, pero que potencialmente afectan la composicion del
picoplancton procarionte y las interacciones con los protozoos y los bacteriofagos, a través

de una estrategia conocida como “escape criptico”. Por lo que los cambios observados en la
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BCC pueden estar relacionados a bacterias oportunistas, capaces de crecimiento rapido bajo
condiciones cambiantes y favorables, quizd mediadas por la depredacion del
protozooplancton (Haga et al., 1995; Yooseph et al., 2010; Lennon y Jones, 2011).

Variabilidad y composicion de los protistas, su relacion con el régimen térmico del

lago e importancia como depredadores y estructuradores del picoplancton

En el caso de la densidad total de los flagelados, la variabilidad en el ciclo anual
observada en este estudio mostré nimeros bajos en enero, un maximo en marzo y picos en
agosto y diciembre, lo que contrasta con lo reportado por Lugo (2000), quien registro alta
densidad de flagelados en enero, un decremento marcado en la etapa de circulacion, con
densidades altas en mayo y picos en junio y julio. En este trabajo el agrupamiento de los
flagelados solo se realizd en base a la presencia/ausencia de pigmentos fotosintéticos; sin
embargo, Lugo (2000) realizo la determinacion taxondémica de estos organismos y reporto
la presencia de crisomonadinas (Spumella spp.), Kkinetoplastidos (Bodo spp.),
Rhynchomonas y Pleuromonas, asi como el coanoflagelado (Monosiga sp.), asi que en

Alchichica los principales flagelados son bacterivoros.

Desafortunadamente, en este estudio solo se incluy6 a los flagelados en un ciclo
anual y las altas densidades de nanoflagelados heterotroficos durante la fase corta de
mezcla del lago no aportan mucha informacién sobre la actividad de depredacion sobre el
picoplancton. Por otra parte no se encontraron diferencias significativas entre la columna de
agua Yy las incubaciones, aunque en general si se observo un aumento en las densidades de
nanoflagelados heterotroficos en las incubaciones. En consecuencia, la importancia de los
flagelados, como bacterivoros y potenciales estructuradores del picoplancton, ain queda
por ser explorada con mayor detalle en el lago Alchichica, tanto la predominancia de
flagelados bacterivoros como las altas densidades de nanoflagelados heterotréficos en la
fase de mezcla, permiten suponer un papel importante de estos organismos como
consumidores de bacterias metabolicamente activas y tener un papel importante en la
remineralizacion de nutrientes en la capa eufdtica de la columna de agua, profundidad en la
gue mayormente se encuentra a estos organismos, como se ha mostrado en otros estudios
(Fenchel, 19864, b; Sherr y Sherr, 1987; Jurgens y Matz, 2002).
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En el caso de los ciliados la dominancia de esticotricos (Halteria spp.) y peritricos
(Pelagovorticella sp., Vorticella spp.) (en la columna de agua durante la fase de mezcla, y
en el epilimnion y parte superior del metalimnion durante el comienzo de la estratificacion),
puede estar relacionada tanto a la disponibilidad de picoplancton autotréfico como a la
presencia de diatomeas. Por una parte, las altas densidades de APP en la fase de mezcla son
usadas como fuente de alimento por los esticotricos y los peritricos, cuando las densidades
de APP disminuyen, igualmente lo hacen las densidades de ciliados que muestran
principalmente APP ingerido en las vacuolas. En el caso de los peritricos, la presencia de
diatomeas (Chaetoceros en el inicio de la mezcla y Cyclotella en el inicio de la
estratificacion) provee un sustrato para que las células puedan establecerse, con el inicio de
la etapa de estratificacion disminuyen las densidades de diatomeas en la columna de agua e

igualmente sucede con los peritricos.

Durante la fase de estratificacion, los escuticociliados dominaron numéricamente y
se encontraron alrededor de la oxiclina (Uronema sp., Cyclidium sp.) y cerca del fondo
(Cristigera sp. e Isocyclidium sp.) del lago. Esto ocurre como consecuencia de una sucesion
en la composicion de ciliados en la columna de agua, iniciada con el establecimiento de la
estratificacion y el consecuente desarrollo de las zonas suboOxica y anoxica en la columna de
agua. La importancia del gradiente de oxigeno disuelto reside en que permite la particion de
nicho para especies funcionalmente similares, la mayoria de los ciliados en Alchichica son
filtradores que se alimentan primordialmente del picoplancton procarionte. La dominancia
numérica y composicion de los escuticociliados en las zonas subdxica y andxica, es
consecuencia de las diferentes tolerancias a las concentraciones ambientales de oxigeno
debido a que: i) organismos de diferentes tamafios tienen diferentes requerimientos de
oxigeno para la respiracion, lo que permite que organismos aerobios pequefios tengan un
nicho en condiciones suboxicas (Fenchel y Finlay, 1995); ii) el compromiso entre la
necesidad/disponibilidad de oxigeno, la toxicidad de oxigeno y los costos de detoxificacion
de las peroxidasas, lo que refleja la separacion de nicho entre especies con una biologia
similar (Fenchel et al., 1989; Fenchel y Finlay, 1995; Fenchel y Finlay, 2008).
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El contenido de vacuolas en los protistas, importancia del APP y HPP como presas
para diferentes protistas e importancia de la depredacion en las redes tréficas

microbianas

En cuanto al APP ingerido, las observaciones realizadas no son una tasa de
ingestion (células célula™ h™), sino sélo el promedio de células de APP ingeridas (promedio
para un tipo de organismo) que fue posible observar en un momento determinado. El bajo
promedio de células de APP que fue observado en los flagelados pigmentados, sugiere la
importancia de la actividad fotosintética como medio de obtencion de carbono para estos
organismos (Domaizon et al., 2003). Igualmente en el caso de los flagelados heterotréficos
se observd poco APP ingerido, lo que sugiere la importancia del picoplancton heterétrofo
como fuente de alimento para estos flagelados en la fase de mezcla del lago, cuando
alcanzan su mayor densidad. Los promedios de células de APP ingeridas (Figura 27) en el
caso de los ciliados, se encuentran dentro del intervalo reportado por Pestova et al. (2008),
quién si midié las tasas de depredacion sobre el APP. Por lo tanto, los datos obtenidos en
este estudio pueden considerarse como una aproximacion razonable del comportamiento de
depredacion de los ciliados sobre el APP. Parece que la importancia del APP como
alimento, sélo es manifiesta cuando se halla en altos nimeros en la columna de agua, y su
consumo es particularmente importante por los ciliados de mayor tamafio que los

escuticociliados.

La alta densidad de escuticociliados y la correlacién hallada entre la biomasa de
estos ciliados y los porcentajes de hibridacion total, confirman la importancia del
picoplancton heterotrofo como fuente de carbono durante la estratificacion del lago, como
han sugerido los trabajos de Callieri et al. (2002) y Pestova et al. (2008). Esta correlacion
sugiere la importancia de las células bacterianas metabdlicamente activas (si asumimos que
la presencia de ribosomas esta relacionada a la actividad metabodlica de las células) como
una fuente importante de alimento para los escuticociliados. Se ha observado que estos
ciliados se alimentan de manera preferente de las bacterias planctdnicas de mayor tamafio
(Simek et al., 1994; Ayo et al., 2001), ya sea por su mejor calidad nutrimental o por un
aumento en la probabilidad de intercepcion de la particula debido a su mayor tamafio. En
consecuencia, los protistas, al alimentarse de las células con optimo crecimiento, afectan
directamente la estructura por tamafios e indirectamente la composicion del picoplancton.
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Tanto ciliados como flagelados seleccionaron pocos grupos bacterianos, de acuerdo
a lo observado con la téecnica CARD-FISH, en su actividad de depredacion. Por esta razon
se esperaria haber encontrado un impacto de la actividad depredadora en la composicion
final del picoplancton heterétrofo en los experimentos de incubacion. En principio, si un
determinado grupo bacteriano estuviera bajo presion de depredacion, el resultado esperado
al final de la incubacidn seria: i) una reduccion si el grupo bacteriano no fuera resistente a
la depredacion, ii) un incremento si fuera resistente a la depredacion vy iii) sin cambios si
existiera un balance entre la produccion del grupo bacteriano y el consumo por depredacion
por parte de los protistas. Sin embargo, considerando solamente la depredacion por
protistas y el contenido de sus vacuolas, los cambios en la composicion del picoplancton
heterdtrofo parecieron haber ocurrido al azar. Se ha sugerido que la magnitud de los
cambios en la BCC pueden ser deducidos a partir de los cambios en las proporciones de la
tasa de mortalidad bacteriana total y la tasa de crecimiento (Simek et al., 2002). Por lo
tanto, es necesario conocer la produccion de grupos bacterianos particulares, el tiempo que
permanecen las bacterias en las vacuolas y el papel de la densidad de presas en la
selectividad de los protistas (Jurgens y DeMott, 1995; Boenigk et al., 2002; Jezbera et al.,
2005), asi como el estatus fisiologico de los depredadores (Christaki et al., 1998) para
comprender mejor las posibles relaciones entre la presion de depredacion y la composicion
bacteriana.

Adicionalmente, la composicién del picoplancton heterétrofo en la columna de agua
fue muy dindmica. Claramente hubo grupos bacterianos que no pudieron ser determinados
con las pruebas de oligonucledtidos usadas en este estudio, cuya importancia en la
composicion del picoplancton heterétrofo y como presas de los protistas permanece
ignorada. Es necesario llevar a cabo una investigacion detallada, empleando técnicas de
biologia molecular para profundizar en el conocimiento de la diversidad procarionte en el
lago Alchichica y asi disefiar pruebas de oligonucleétidos basadas en y dirigidas
especificamente hacia la diversidad procarionte existente en el lago. Esto permitira revelar
la importancia de grupos filogenéticos especificos y sus interacciones con otros
componentes de la biota en el lago. No solamente los grupos bacterianos dominantes deben
ser tomados en cuenta, se ha visto que en ambientes oligotréficos una alta proporcion de

bacterias esta inactiva (Yooseph et al., 2010; Lennon y Jones, 2011). Por lo tanto, los
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grupos bacterianos menos dominantes tienen un papel importante en las interacciones con

el ambiente.

En el contexto de las redes tréficas microbianas se ha propuesto que a densidades
bacterianas bajas, los procariontes estarian regulados por la depredacion y, sin importar las
densidades de bacterias, la tasa especifica de crecimiento permaneceria aproximadamente
constante. En otro escenario, con densidades bacterianas altas, los procariontes estarian
limitados por los recursos y, conforme aumentan las densidades bacterianas, la tasa de
crecimiento disminuiria (Pernthaler, 2005). Si los porcentajes de hibridacion encontrados
en Alchichica (niveles bajos a intermedios de hibridacion), son debidos a la limitacion por
la disponibilidad de nutrimentos (como sugiere el estudio de Hernandez-Auvilés et al., 2010)
en la produccién bacteriana, esto indicaria que en general los escuticociliados estarian en
teoria, limitados la mayor parte del tiempo. Esto debido que el control descendente en
ambientes nutricionales pobres, implica que el crecimiento de los depredadores esta
limitado por la disponibilidad de las presas, lo cual es el escenario mas probable en el
circuito microbiano del lago Alchichica y concuerda con hallazgos recientes en ambientes
con deplecion de oxigeno (Sacca et al., 2009).

Sin embargo, durante la etapa de estratificacion, cuando ocurre el maximo profundo
de clorofila en el lago y existe por tanto un aporte de nutrimentos en las capas subdxica y
anoxica, los porcentajes de hibridacién observados serian producto de la depredacion por
parte de los escuticociliados. Los escuticociliados estarian sometidos a una alta presién de
depredacion ejercida por niveles tréficos superiores (Pernthaler, 2005) y formarian un
vinculo importante en el flujo de carbono. Esto debido a que en un ambiente rico en
nutrimentos, el sistema podria sostener una comunidad de depredadores en niveles tréficos
superiores, que controlarian la densidad de los protistas y liberarian a los procariontes del
potencial control por depredacion. Si bien en general las densidades de los copépodos en la
fase de estratificacion del lago Alchichica son muy bajas como para apoyar esta alternativa,
la aparicion de rotiferos durante la estratificacion apoyaria este escenario. Por otra parte al
comparar la variabilidad de los porcentajes de hibridacion en las capas suboxica y andxica

en los afios del estudio, es claro que en 2008 hubo mayor variabilidad en el porcentaje de
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bacterias hibridadas que en 2009, lo que coincide con una mayor densidad de

escuticociliados en 2008.

La importancia del metazooplancton, especificamente de los copépodos calanoides
adultos, sobre las densidades de ciliados no es clara. Sélo en algunos experimentos de
incubacion se observo el incremento en las densidades de escuticociliados que, por su
tamafo, podrian ser presas del metazooplancton. Se ha observado que en Alchichica
incrementa la densidad del metazooplancton y la produccion de huevos subitaneos durante
la transicién de la fase estratificacion a la fase de mezcla. Igualmente durante esta
transicion de fases en el lago, se observd que la densidad de escuticociliados disminuyo y
que los porcentajes totales de hibridacion aumentaron. Esto sugiere un aparente vinculo
entre los escuticociliados y el metazooplancton en la transferencia de carbono (los
flagelados aparecen en altas densidades hasta avanzada la fase de mezcla), pero también un
papel importante del cambio en las condiciones ambientales propicias para los
escuticociliados. Por lo tanto, aun falta profundizar en las relaciones troficas entre el
metazooplancton y las potenciales presas protistas, para establecer el potencial vinculo

entre los componentes del circuito microbiano y la llamada “cadena trofica clasica”.

En el caso de los ciliados se han reportado respuestas mecano-sensoriales y quimio-
sensoriales por diferentes autores (Ayo et al., 2001; Kamiyama y Arima, 2001; Olson y
Strom, 2002). En este estudio, se observd una gran proporcién de diferentes grupos
filogenéticos bacterianos dentro de los ciliados, contrario a lo que se esperaria por azar de
acuerdo a las proporciones en el ensamblado natural, y asumiendo un comportamiento
alimenticio no selectivo de los ciliados en un determinado grupo bacteriano. Es necesario
tener en cuenta la posibilidad de un cambio dindmico en la calidad nutrimental del
picoplancton, debido a la variabilidad y disponibilidad de nutrientes, que afectaria las
propiedades de la pared celular y la digestibilidad (Sterner y Hessen, 1994), lo que puede
explicar la seleccion de ciliados y flagelados por diferentes grupos bacterianos a lo largo
del periodo de estudio. Tomando en cuenta que s6lo una parte del total de las bacterias en el
ambiente acuatico es activa, se ha propuesto que esas bacterias serian capaces de un lento

crecimiento en ambientes limitados, pero de de rapido crecimiento en ambientes ricos,
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adaptadas a cambios rapidos en el ambiente nutricional (Yooseph et al., 2010; Lennon y
Jones, 2011).

En este sentido, se propone que el contenido de vacuolas en los protistas refleja a las
bacterias que en un momento determinado, crecian bien bajo esas condiciones ambientales
y que por lo tanto eran en ese momento y espacio la mejor opcion nutricional; si esto es
cierto, el contenido de vacuolas estaria relacionado a los cambios de biomasa de grupos
bacterianos especificos, reflejando una dinamica “killing the winner” (sensu Thingstad y
Lignell, 1997), mediada no por virus, sino por protistas. Si la actividad de depredacion tiene
influencia en la magnitud y estabilidad de procesos biogeoquimicos especificos, es una
pregunta abierta para la que se requiere medir las actividades fisiol6gicas de determinados
taxa in situ (Cotrell y Kirchman, 2000). Finalmente, se ha mostrado la importancia de
diferentes caracteristicas como, el tiempo de residencia en las vacuolas, digestibilidad,
selectividad de acuerdo a la concentracion de presas (Jurgens y DeMott, 1995; Boenigk et
al., 2002; Jezbera et al., 2005) y el estatus fisiologico de los depredadores (Christaki et al.,
1998). Estos factores deben ser considerados para entender el contenido de las vacuolas en
los protistas, y el papel de estos en la estructuracion del picoplancton.
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CONCLUSIONES

El régimen térmico del lago Alchichica afecta la estructura espacial de la columna de agua
y parece determinar la dindmica del picoplancton autotréfico y heterotréfico a través del
ciclo anual. La sucesion de ciliados en el ciclo anual esta vinculada por una parte al
desarrollo de las fases de estratificacion y mezcla del lago, y por otra, a las proporciones del
picoplancton heterotréfico y autotrofico en el ambiente. En las fases de mezcla y principios
de la estratificacion, con alta densidad de APP, dominaron los ciliados que pueden
alimentarse de este tipo de picoplancton. Con el establecimiento de la estratificacion,
desarrollo de la heterogeneidad espacial en la columna de agua y abatimiento en las
densidades de APP, aparecen los ciliados de menor tamafio que se alimentan de

procariontes mas pequefios que el APP, y que dominan numéricamente la composicion.

No se encontraron correlaciones significativas, que pudieran explicar la variabilidad
de los flagelados durante el ciclo anual (altas densidades en la mezcla y estratificacion de
los flagelados pigmentados, y altas densidades de flagelados heter6trofos hacia el final de la
mezcla), lo que posiblemente se deba que los flagelados en su desarrollo tienen dinamicas
temporales mas cortas que las usadas en el periodo de muestreo y por tanto no fue posible
registrarlas, sin embargo, sus densidades parecen estar vinculadas a las densidades de
alimento potencial en la columna de agua. La marcada densidad de protistas en capas
especificas de la columna de agua, apoya la idea de que el principal mecanismo de
seleccion en la ingestién de alimento es el tamafio de la particula. Sin embargo, las
bacterias con presencia de ribosomas y, posiblemente con alta actividad metabdlica, son
importantes para los escuticociliados, que mostraron una correlacion positiva con el
porcentaje total de hibridacion, en la etapa de estratificacion establecida y tardia del lago.
Esto parece indicar que los escuticociliados se encuentran limitados por la disponibilidad de
presas procariontes susceptibles de ser ingeridas, cuya densidad estaria entonces controlada
por los escuticociliados. Si bien es posible que la aparente selectividad de los protistas solo
refleje la selectividad basada en el tamafio de las bacterias, ese tamafio esta asociado al
crecimiento de la misma y podria significar una alta calidad nutrimental. El efecto directo o

indirecto de la depredacion sobre la composicion de la comunidad bacteriana, no pudo ser
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determinado, y se propone medir la produccion bacteriana y la actividad litica de los virus
para profundizar en el papel de los protistas como estructuradores de la comunidad
bacteriana.

No obstante la dominancia numérica de los ciliados pequefios, la biomasa esta
dominada por ciliados de mayor tamafio que no parecen alimentarse preferentemente del
HPP. Entre estos ciliados se encuentran un hipotrico aun por determinar y Euplotopsis sp.
ambos consumidores de APP, y el segundo con una asociacion simbiotica que
aparentemente le confiere capacidades mixotrofas; Prorodon sp., y Phialina sp. ambos
consumidores de algas; y Litonotus sp., Uroleptus sp y Spirostomum sp., que al parecer se
alimentan de particulas de mayor tamafio que el HPP. S6lo en muy pocas ocasiones se
observé algun ciliado con particulas parecidas a detrito en las vacuolas. Hay otros de
alimentacion entre los protistas en la columna de agua, cuya importancia queda ain por

investigarse.

Se observaron asociaciones aparentemente simbidticas entre los ciliados
Caenomorpha sp. y Cristigera sp., con procariontes del dominio Bacteria. Sin embargo, no
fue posible hibridar a estas bacterias con las sondas usadas en este estudio, por lo que se
desconoce la afiliacion taxondmica de estos procariontes y su posible papel en la asociacion
con los ciliados. De igual forma, no fue posible determinar taxondmicamente, con las
sondas disponibles, un porcentaje variable e importante de bacterias a lo largo de la etapa
de estratificacion y la transicion a la fase de mezcla, por lo que es necesario realizar
métodos moleculares complementarios a fin de profundizar en la diversidad y funcién de

los procariontes presentes en el lago Alchichica.
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