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1. Resumen

Se describe la dindmica temporal (agosto de 2008 a octubre de 2009) de la densidad y biomasa
bacteriana en la superficie de los sedimentos provenientes de la regién mas profunda y central del lago
Alchichica. La densidad se calcul6 mensualmente por microscopia Optica de epifluorescencia
empleando la tinciébn DAPI. La biomasa se estimO por biovolumen celular a partir de imagenes
digitales obtenidas directamente del microscopio. La densidad bacteriana varié entre 5.32 x 10° cél
cm®y 16.71 x 10° cél cm™ de sedimento. En tanto que la biomasa bacteriana varié de 56.88+2.99 a
186.85+7.53 pug C cm™ de sedimento. La mayor densidad y biomasa se presentaron durante la
circulacion del lago disminuyendo a lo largo de la época de estratificacion. De los factores ambientales
analizados, la disponibilidad de oxigeno disuelto (O.D.) en el fondo del lago se asocié positivamente
con las variaciones en densidad y biomasa bacteriana del sedimento superficial. De la misma manera,
el ambiente reductor se relacion6 con la densidad y biomasa bacteriana. También se observé una
influencia positiva del flujo de carbono particulado hacia el fondo del lago en la biomasa bacteriana.
Estos resultados indicaron la existencia de una variabilidad en la densidad y biomasa bacteriana

asociada a la dinamica anual del lago.

2. Abstract

In this study was analyzed the bacterial density and biomass temporal dinamic (august 2008 —
october 2009) from Alchichica lake superficial sediments. The bacterial density was calculated by
direct count using DAPI staining technique, and biomass was estimated by the density and bacterial
biovolume using digital images taken during bacterial counting. The bacterial density ranged from
5.32 x 10° cél cm™ to 16.71 x 10° cél cm™ showing a positive relationship with dissolved oxygen
availability, and with REDOX potential. The bacterial biomass ranged from 56.88+2.99 to

186.85+7.53 ng C cm™ showing, as the bacterial density, positive relationships with dissolved oxygen



availability and with potential REDOX, in addition with particulate organic matter flux. This results
demonstrated a temporal variability in the bacterial density and biomass on the superficial sediments of
the Alchichica lake bottom. Also this study demonstrated the relationship between bacterial density
and biomass with ambience factors (dissolved oxygen availability, REDOX potential and particulate

organic matter flux).

2. Introduccidn

Las asociaciones bacterianas presentes en los sedimentos de los cuerpos acuaticos, tanto
marinos como epicontinentales, se caracterizan por su intervencion directa en los ciclos
biogeoquimicos del carbono (Goedkoop y Johnson, 1996), nitrogeno (Joye y Lee, 2004), azufre y
fésforo (Géachter et al., 1988; Golterman, 2001). Estas asociaciones microbianas son responsables de la
remineralizacion o fijacién de estos nutrientes a través de rutas metabdlicas propias de cada linaje
(Edmonds et al., 2008; Rossell6-Mora et al., 1999).

Los sistemas acuaticos epicontinentales varian entre si en recursos y condiciones disponibles
para el crecimiento microbiano (Nealson, 1997). Tanto organismos productores como consumidores de
oxigeno se encuentran presentes en estos ambientes. Y es el balance entre fotosintesis oxigenica y
respiracion lo que controla los ciclos del carbono y oxigeno en los estratos méas superficiales del lago
hasta donde penetra la luz solar. Esta zona con iluminacién solar es conocida como capa fética de los
sistemas acudticos. Por debajo de la capa fotica no se realiza la fotosintesis; consecuentemente, sélo la
respiracion dirige los ciclos del oxigeno y carbono a esas profundidades (Margalef, 1983).

La fuente organica que sostiene a las bacterias en el sedimento proviene de la materia organica.
Gran parte de esta materia organica es producida en la columna de agua que al hundirse junto con otros
materiales se deposita en la superficie del sedimento (Nealson, 1997). Durante su hundimiento
comienza la remineralizacion de la materia organica hacia didxido de carbono. Al depositarse en la

superficie del sedimento la materia organica es degradada por diversos microorganismos. Solo una



pequefia porcién del carbono organico queda secuestrado en el interior del sedimento, y éste en

consecuencia entra al ciclo geoldgico del carbono (Nealson, 1997).
El carbono organico que llega al bentos en los sistemas acuéaticos proviene de diversas fuentes:

e Organismos bénticos y sus desechos.

e Carbono organico exportado y depositado de la produccién primaria de la superficie,
agregado y no consumido.

e Carbono organico aloctono, transportado por el viento, escurrimientos y por aporte

subterraneo.

La preservacion del carbono orgéanico en los sedimentos depende de factores ambientales
diversos como son: la tasa de sedimentacion, el tamafio de grano, la actividad de la infauna y la

eficiencia en las rutas de remineralizacion (Canfield et al., 2005).

La eficiencia y la tasa de degradacion del carbono organico dependen, entre otros factores, de
la calidad de la materia orgéanica (Balogh et al., 2003). La calidad de la materia organica esta en
funcion de su disponibilidad, su consumo y que tipo de consumidores participan. La materia organica
labil es remineralizada facilmente; en contraste, la remineralizacion ocurre lentamente al ser la materia
organica rafractaria. La degradacion del carbono organico altamente reactivo representa una ganancia
energética alta para las bacterias; y por lo tanto, estos componentes son preferencialmente degradados
y dejan a un lado las estructuras mas complejas. Por esta razon, en perfiles de composicion de carbono
organico se observa que éste es mas refractario hacia capas mas profundas en el sedimento
(Middelburg, 1989). La disminucion de la labilidad y concentracion de la materia organica con la
profundidad se atribuyen a la disminucion en la tasa de degradacion en las capas profundas del

sedimento (Dauwe et al., 1999).

La tasa de sedimentacion representa un 10% de la produccion primaria y el oxigeno puede
mineralizar todo el carbono organico labil si los flujos de carbono hacia el sedimento son bajos
(Balogh et al., 2003). En contraste si los flujos de materia organica son altos, el oxigeno es consumido
volviéndose més importantes todos los procesos anaerdbicos. Estos procesos comienzan con la
desnitrificacion. El flujo de carbono al incrementarse ocasiona un cambio en los procesos de
degradacion hasta que la reduccion de sulfatos se vuelve la ruta dominante (Soetaert et al., 1998;
Wijsman et al., 2001).



La degradacion aerdbica del carbono organico utiliza al oxigeno como su aceptor final de
electrones, siendo la ruta con la mayor ganancia energética. La difusion del oxigeno dentro del
sedimento es usualmente limitada y ain grandes concentraciones de oxigeno son consumidas en los

primeros 2 cm de profundidad en el sedimento (Revsbech et al., 1980).

Una vez que el oxigeno es consumido en los sistemas acuéticos epicontinentales, los estratos
mas profundos de la columna de agua se vuelven andxicos. Estrictamente, los organismos aerobios
como plantas vasculares y animales superiores no pueden vivir durante todo su ciclo de vida en aguas
anoxicas. Los eucariontes, de manera general, se encuentran limitados por las fuentes de energia que
puedan convertir a glucosa o derivados de la misma como el piruvato y solamente pueden emplear el
oxigeno como su Unico aceptor de electrones. En contraste, los procariontes utilizan una variedad de
donadores de electrones, tanto organicos como inorganicos, asi como diversas alternativas del oxigeno
como aceptor de electrones (Nealson, 1997). Por esta diversidad metabdlica, el fondo de los lagos
donde se llega a presentar la anoxia es habitado por procariontes y algunos eucariontes “anaerobios”,

en particular, ciertos protistas que dependen de sus simbiontes procariontes.

La presencia o ausencia de oxigeno en un cuerpo de agua se considera de suma importancia en
muchos procesos que ocurren dentro de un sistema acuatico. De acuerdo con Nirnberg (1995), el
oxigeno gobierna la composicion quimica del agua por procesos de 6xido-reduccion. Esto influye en la
diversidad biologica y densidad de los organismos dentro de un sistema acuatico debido a que crean
diferentes microhabitats dentro del mismo. Hutchinson (1957) menciona que para entender el
funcionamiento de un lago es necesario conocer el régimen que presenta el oxigeno en espacio y
tiempo. De acuerdo con la Ecological Society of America (ESA, 2002), el término “hipoxia” significa
“escaso oxigeno”. En ecosistemas acuaticos este término se utiliza para condiciones donde el oxigeno
disuelto es de 2 mg L™ a 1 mg L™ En tanto que a concentraciones entre 1 a 0.1 mg L™ se utiliza el
término de disoxia (Rhoads y Morse, 1971). A la ausencia total de oxigeno disuelto (0 mg L™) se le
denomina “anoxia” (ESA, 2002; Rabalais et al., 2002). Carnigan y Lean (1991) mencionan que
actualmente se considera que las interacciones entre el sedimento y el agua tienen influencia en la
dindmica de substancias disueltas en los lagos. Adicionalmente, la hidrografia de una determinada
zona es causante de la presencia de niveles bajos de oxigeno, ya que genera un estancamiento del agua

y genera condiciones de hipoxia o anoxia (Jgrgensen, 1982).



Mallin et al., (2006) encontraron que los principales factores que inducen la presencia de
condiciones hipdxica en cuerpos de agua son: la degradacion de la biomasa fitoplancténica y la entrada
de materia orgénica suspendida al6ctona. Asi mismo, estos autores mencionan la importancia de los
crecimientos de comunidades bacterianas y fungales que estimulan el ingreso y disponibilidad de

nutrientes a los sistemas.

2. Antecedentes

La densidad de bacterias varfa de 10° a 10 células en el primer centimetro superficial del
sedimento (Gough y Stahl, 2003). Estas variaciones en la densidad se han observado al variar la
profundidad en el sedimento, disminuyendo la densidad conforme aumenta la profundidad (Altmann et
al., 2003; Battcher et al., 2000; Zepp Falz et al., 1999). Otros estudios atribuyen la variabilidad de la
densidad a la heterogeneidad del sedimento en textura (DeFlaun y Meyer, 1983; Frischer et al., 2000;
Saitz-Ceballos et al., 1985). Asi mismo, se ha observado variabilidad en su densidad en funcién a la
disponibilidad de materia orgénica en el sedimento (Boetius et al., 2000; Ferrara Guerrero et al.,
1987). Igualmente se ha registrado que la concentracion de oxigeno disuelto modifica la estructura del
ensamble bacteriano (Lidemann et al., 2000); aunque, se aprecia cierta tolerancia de las bacterias

estrictamente anaerobias a concentraciones bajas de oxigeno (Sass et al., 1998).

También se han explicado las diferencias en densidad bacteriana presentes en las capas
superficiales de sedimentos lacustres con base en la presencia de metales pesados, encontrandose una
relacion directa entre la densidad bacteriana y la cantidad de contaminantes presentes (Gough y Stahl,
2003).

Diversos estudios se han publicado en relacion a la densidad (Tablal) y biomasa bacteriana
(Tabla 2) en sedimentos marinos y en sedimentos lacustres. Sin embargo, no siempre es posible la
comparacion entre los resultados. Las dificultades se presentan por la diversidad de metodologias
empleadas para colectar, enumerar y calcular biomasa. Asi mismo, las unidades en las que se han

publicado los resultados varian (peso seco, peso humedo, volumen humedo y flujo de agua intersticial)



y frecuentemente no se publican datos adicionales para realizar la conversion de unidades (Schmidt et

al., 1998).

Tabla 1. Estudios publicados sobre densidad bacteriana en la capa superficial de sedimentos lacustres y marinos

Ubicacion Altitud Profundidad Densidad promedio
Localidad Referencia
Latitud Longitud (m) (m) minima maxima unidades
Lago Wastmaster 54°26'N  3°17'0 61 76 8.5 103 x10°célg'ss. Jones et al., 1979
Lago Ennerdale 54°31'N 3°22'0 113 42 9 12 x10%célg?s.s. Jones et al., 1979
Lago Buttermere 54°32'N  3°16'0 100 28.5 45 6 x 10 cél g?sss. Jones et al., 1979
Lago Crummock 54°33'N  3°18'0 96 44 6.8 12 x10%célg?s.s. Jones et al., 1979
Lago Coniston 54°21'N  3°04'0 44 56 12 20 x10®célgtss. Jones et al., 1979
Lago Thirlmere 54°32'N  3°04'0 178 46 12.6 153 x10®célg’ss. Jones et al., 1979
Lago Windermere 54°21'N  2°56' O 39 64 14.5 18 x10"°célg'ss. Jones et al., 1979
Lago Ullswater 54°57"N  2°50'0 145 62.5 9.1 183  x10®célg’ss. Jones et al., 1979
Lago Derwentwater 54°35'N  3°09' O 75 22 9.2 10 x10"°célg’ss. Jones et al., 1979
Lago Bassenthwaite 54°39'N  3°13'0 68 19 73 8 x 10" cél g? s.s. Jones et al., 1979
Lago Loweswater 54°34'N  3°20' O 74 16 12.3 129 x10°célg'ss. Jones et al., 1979
Lago Rydal Water 54°26'N  2°59'0 54 19 15.5 16 x10”célg?s.s. Jones et al., 1979
Lago Grasmere 54°44'N  3°01' O 81 21.5 8.5 14 x10"°célg'ss. Jones et al., 1979
Lago Esthwaite Water 54°21'N  2°59'0 63 15.5 13.9 212 x10"célg'ss. Jones et al., 1979
Lago DePue 41°19'N  89°18'0 157 2 0.03 864 x10°célg’ss. Gough y Stahl, 2003
Bahia Jade 53°28'N  8°12'E 0 1 5 x 10° cél mL™ s.h. Béttcher et al., 2000
Lowes Cove, Walpole 43°56'N  69°34' 0O 0 30 0.5 1.2 x 10° cél mL?s.h, Findlay et al., 1989
Marina salobre 31°59'N  81°01'0 0 <1 32 117 x10"cél g’ sh. Frischer et al., 2000
Lago Dagow 53°09'N  13°03'E 60 9.5 0.3 x 10° cél mL™f.i. Furtado y Casper, 2000
Puerto Blakely 0 15.5 25 x 10° cél mL™ f.i. Schmidt et al., 1998
Bahia de Puget 0 10 35 x 10° cél mL™f.i. Schmidt et al., 1998
Bahia de Santa Catalina 0 1300 1.7 x 10° cél mL™f.i. Schmidt et al., 1998
Costa Occidental Africana 0 1650 0.64 x 10° cél mL™f.i. Schmidt et al., 1998
Mar de Groenlandia 67°00'N  2°00' O 0 3700 0.28 x 10° cél mL™ f.i. Schmidt et al., 1998
Mar de Noruega 75°00'N  3°00'O 0 3700 0.33 x 10° cél mL™f.i. Schmidt et al., 1998

Las unidades varian dependiendo de la metodologia de cada estudio, siendo: sedimento seco (s.s.); sedimento humedo
(s.h.) y fluido intersticial (f.i.).

En México son escasos los estudios de bacterias en sedimento. Uno de los estudios publicados
se realizo en el Golfo de California, donde Ferrara Guerrero et al. (1987) registraron variaciones en la
densidad bacteriana de 10° a 10° cél g™ de sedimento hiimedo. Las variaciones encontradas estuvieron

relacionadas con el tamafio de grano del sedimento. Los valores mas elevados de densidad bacteriana

6



fueron encontrados en las estaciones con el tamafio grano mayor; en tanto que los valores mas bajos de

densidad correspondieron a los sitios con el tamafio de grano menor.

Tabla 2. Estudios publicados sobre biomasa bacteriana en la capa superficial de sedimentos lacustres y marinos

Ubicacion Altitud  Profundidad Biomasa
Localidad Referencia
Latitud  Longitud  (m) (m) minimo maximo  unidades
Lago D'Argent 45°18"N 72°18'0 248 15.5 0.54 162 mgcm3sh. Schallenberg y Kalff, 1993
Lago Magog 45°18'N  72°02'0 190 19.2 0.44 092 mgcem?3sh.  Schallenberg y Kalff, 1993
Lago Brome 45°15'N  72°30'0 212 12.8 0.68 110 mgcm?sh.  Schallenberg y Kalff, 1993
Lago Long 49°4'N  64°39'0 304 9 0.20 049 mgcem?3sh.  Schallenberg y Kalff, 1993
Lago Loucks 47°50'N  76°34'0 366 8.2 0.32 068 mgcm3sh.  Schallenbergy Kalff, 1993
Cuenca de Nares 23°00'N 64°00'0  --- 5840 1.60 mgcm?s.s. Deming y Yager, 1992
Bahia de Biscay 47°00'N  9°00'O 4100 8.20 mgcm?s.s. Rowe y Deming, 1985
Cuenca de Demerara  10°00'N  46°00'0  --- 4850 11.60 mgcm?s.s. Rowe y Deming, 1985
Cuenca de Demerara  8°00'N  48°00' O 4450 21.00 mgcm?s.s. Rowe y Deming, 1985
Mar de Noruega 67°00'N 02°00'0  --- 3700 22.40 mgcm?s.s. Deming y Yager, 1992
Mar de Groenlandia ~ 75°00'N  03°00' O 3700 44.90 mgcm?s.s. Deming y Yager, 1992

Las unidades varian dependiendo de la metodologia de cada estudio, siendo: sedimento seco (s.s.) y sedimento himedo
(s.h.).

En el caso especifico del lago Alchichica se han realizado estudios de su bacterioplancton. En
dichos estudios encontraron que la densidad bacteriana en la columna de agua varia de 0.62 a 9.7 x 10°
cél ml™* (Hernandez-Avilés et al., 2010). La variabilidad en densidad bacteriana estuvo relacionada con
el ciclo anual del lago. Las mayores densidades se presentaron en toda la columna de agua durante la
mezcla del lago y al principio de su estratificacion en la capa de mezcla. En contraste, las densidades
mas bajas fueron registradas a finales de la estratificacion y en el hipolimnion del lago. Los resultados
en densidad bacteriana estuvieron relacionados con la disponibilidad de nutrientes y la concentracion

de oxigeno disuelto.



3. Area de estudio

El lago crater Alchichica (punto medio del lago: 19°24°48” N, 97°24°10” W a 2,370 m.s.n.l.
Figura 1) se encuentra ubicado en la region de los Llanos de San Juan en el estado de Puebla, México.
El lago tiene un &rea superficial de 2.3 km? con una geometria periférica semejante a un circulo con
diametro de 1.7 km y una profundidad maxima de 62 m (Alcocer y Filonov, 2007). El lago se origind

por explosiones volcanicas entre el Terciario Medio y el Cuaternario Superior (Gasca, 1981).

En el invierno boreal, cuando el clima es frio y seco, la temperatura del lago en un perfil
vertical es homogénea, esto facilita la mezcla de la columna de agua. Esta temporada comienza a

finales de diciembre y perdura hasta principios de marzo (Alcocer et al., 2000).

En marzo, al disminuir el viento e incrementarse la intensidad y exposicion a la radiacion solar,
la temperatura superficial del lago aumenta. Al aumentar la temperatura superficial, la densidad
disminuye originando dos masas de agua. La masa de agua superficial es mas calida y menos densa
(epilimnion ~ 16.5 °C) y la masa de agua profunda es mas fria y densa (hipolimnion ~14.5 °C). La
diferencia de temperatura del agua en un perfil vertical se le conoce como termoclina. Al inicio de la
estratificacion la termoclina es de 10 m de espesor y comienza a los 10 m de profundidad. La
termoclina define la capa del metalimnion, la cual divide al epilimnion que va de la superficie hasta los
10 m de profundidad; y el hipolimnion que va de los 20 m de profundidad hacia el fondo del lago. A
esta condicién se le conoce como estratificacion del lago (Wetzel, 2001). El lago se estratifica
paulatinamente hasta establecerse por completo al inicio de la temporada de lluvias en el mes de junio
(Alcocer et al., 2000; Figura 2).

La termoclina perdura hasta finales de septiembre permaneciendo el lago completamente
estratificado. Al descender la temperatura en el otofio boreal la termoclina se debilita, reduciendo su
espesor lentamente hasta unos 5 m para desaparecer por completo a finales de diciembre (Alcocer et
al., 2000). Al no existir termoclina, no hay estratificacion del lago debido a que la densidad en toda la
columna de agua es la misma. Esto propicia condiciones para que nuevamente se mezcle el lago por

accion del viento.



Latitud Norte

19°26’

19°25°
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9723’ Longitud Oeste

Figura 1. Ubicacion geogréfica de lago Alchichica. ( A estacion central permanente del lago).

El aporte de agua proviene principalmente del manto acuifero (Figura 2), teniendo una
disolucion total de sélidos que varia de 8.5 + 0.2 g L™, con una composicién alcalina de pH = 9.0 + 0.1
y conductividad de 13 + 0.5 mS cm* (Vilaclara et al. 1993).



Litoral

Figura 2. Digrama del corte transversal del lago.

El fitoplancton se caracteriza por presentar dos florecimientos, el primero de diatomeas que
ocurre durante la mezcla invernal de la columna de agua. El segundo es de cianobacterias durante el
comienzo de la primavera boreal, particularmente de Nodularia spumigena al comienzo de la
estratificacion (Oliva et al., 2001). Este florecimiento se le ha relacionado con disponibilidad de
nitrogeno en el lago (Oliva et al., 2009). Sin embargo, no se ha encontrado alguna relacion en el
incremento de la biomasa fitoplanctonica durante los florecimientos y la cantidad de carbono
particulado que se exporta hacia el bentos (Alcocer et al., 2007).
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4. Hipotesis

Ho: A lo largo del ciclo anual se registraran cambios en la densidad y biomasa bacteriana en la

capa superficial del sedimento de Alchichica asociados a los eventos de estratificacion y mezcla.

H;: La asociacion bacteriana presente en la capa superficial de los sedimentos de Alchichica no

presentara variaciones en densidad y biomasa en el transcurso de un ciclo anual.

H,: La variacién de los factores ambientales (carbono organico particulado, materia organica,
potencial REDOX, concentracion de clorofila-a en el sedimento y concentracion de oxigeno disuelto)
explicaran la variabilidad de la densidad y biomasa bacteriana en la capa superficial del sedimento de
Alchichica.

Hs: Las variaciones en la densidad y biomasa bacteriana en los sedimentos superficiales de
Alchichica no estaran directamente relacionadas a los factores abidticos (carbono orgénico particulado,
materia organica, potencial REDOX, concentracion de clorofila-a en el sedimento y concentracion de

oxigeno disuelto).

5. Objetivos

o Determinar los cambios en la densidad y biomasa de las bacterias que habitan el sedimento

superficial de la estacion profunda permanente del lago Alchichica durante un ciclo anual.

o Detectar y evaluar la relacién entre la densidad y biomasa bacteriana y los factores ambientales
que caracterizan su habitat (materia orgénica y concentracion de clorofila-a) y factores
ambientales que afectan su entorno (carbono organico particulado, potencial REDOX y

concentracion de oxigeno disuelto).
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6. Metodologia

6.1. Trabajo de campo

Las muestras de sedimento se colectaron mensualmente en el area més profunda del lago (62 m
de profundidad) por medio de una draga tipo Ekman de 15 x 15 x 10 cm (largo x ancho x altura). Del
sedimento dragado se tomaron seis réplicas por medio de jeringas truncas con didmetro de 1.6 cma 1

cm de profundidad (2 cm® de sedimento superficial).

Las cuatro réplicas para conteos bacterianos se fijaron inmediatamente con 18 mL (disolucién
1:10) de formaldehido diluido al 4% con agua de fondo del lago previamente filtrada a través de un
filtro de membrana de celulosa de la marca Millipore de 0.22 um. Las muestras se mantuvieron a 4 °C

y en oscuridad hasta su proceso en el laboratorio.

Los datos de potencial REDOX, y oxigeno disuelto se obtuvieron mediante una sonda
multiparamétrica de la marca Hydrolab modelo SVRA4. El carbono particulado se colectd utilizando
una trampa de sedimento (45 cm de altura 'y 7.5 cm de didmetro) colocada a 60 m de profundidad. Las
muestras de materia organica y clorofila-a (clor-a) en sedimento se colectaron directamente de la draga
utilizando una jeringa trunca con didmetro de 1.9 cm. La muestra se tomé exclusivamente del primer
centimetro superficial del sedimento. Las muestras se congelaron posteriormente en tubos de

centrifuga y se mantuvieron en oscuridad hasta procesarlas en el laboratorio.

6.2. Trabajo de laboratorio
6.2.1. Muestras biologicas

La muestra, una vez colectada, se procedié a disgregarla con un bafio sonicador marca Branson
Modelo 3510 a 60 kHz durante un minuto con la finalidad de desprender las bacterias del sedimento
para facilitar su conteo (Velji y Albright, 1985). Posteriormente, en un ambiente estéril creado por una
campana de flujo laminar, se diluyé la muestra hasta una dilucion total de 1:2500 con agua del lago
previamente filtrada (modificado de Gough y Stahl, 2003).
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En una columna de filtrado, con una area de filtracion de 2.5 cm?, se vertieron 2 cm® de la
dilucion final. La columna de filtrado se prepard con un filtro de membrana de 0.45 um como base
cubierta por un filtro negro de policarbonato de 0.22 um. A la muestra en la columna de filtracion se le
afiadieron 200 pL de solucién DAPI (5 mg L™) preparada con agua destilada y se le dejé incubar

durante 20 minutos en obscuridad (modificado segin Epstein et al., 1997).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se procedio a filtrar la muestra a una presion
aproximada de -20 kPa. EIl filtro negro se recuperd en obscuridad y se colocé en un portaobjetos
afiadiendo una gota de aceite de inmersion de alta resolucién de la marca Zeiss modelo Immersionsoel
(ne = 1,518, 23°C). Finalmente la preparacion se cubridé con un cubreobjetos (Fry, 1988). Por cada
réplica colectada se realizaron tres preparaciones que se mantuvieron en obscuridad y refrigeracion

hasta su observacion al microscopio.

El conteo directo de células bacterianas se realizd6 mediante un fotomicroscopio Il Zeiss con
iluminacion vertical ultravioleta para epifluorescencia, filtros G 365, FT 395y LP 420, campo plano y
objetivo de 100 para aceite de inmersion, oculares de 10X y optovar de 1.25X , que permite un total de
1250 aumentos. Para excitar las células tefiidas con DAPI se emple6 una lampara HBO 100 W de
vapor de mercurio (espectro de irradiacion de 350-700 nm). Las bacterias se contaron en un minimo de
40 campos 6 400 bacterias con lo cual se logra un intervalo de confianza para la media de = 10%
(Wetzel y Likens, 2000) haciendo distincion entre los morfotipos bacterianos de cocos, bacilos y

filamentos de acuerdo a los pardmetros propuestos por Fry (1988).

El calculo de la densidad bacteriana se realizé por medio de la ecuacién 1 (Modificada de
Keppner y Pratt, 1994).

3 _ N(Apd

= Ecuacion 1
(Ag)vy

Célcm~™

Donde:

N = ndmero de células promedio contadas por cada campo de la reticula de Whipple
A = area efectiva del filtro en cm?

d = factor de dilucion

Aq = area de cada campo de la reticula de Whipple en cm?

V; = volumen filtrado de la réplica.
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Para comprobar la similitud entre los muestreos se realizaron andlisis de agrupamiento por
jerarquias. Para ello se realizaron matrices de distancias con los datos de factores ambientales,
densidad y biomasa por morfotipo y por muestreo. La matriz inicial de factores se obtuvo
transformando las mediciones al dividir cada valor por el maximo de cada factor; esto permitio
comparar los valores entre si. Las matrices de distancias se realizaron a partir del coeficiente de
relacion de Pearson (1 — coeficiente de Pearson) uniendo en su totalidad los casos (Borg y Groenen,
1997). Una vez obtenidas las matrices de distancias se produjeron los dendrogramas agrupando los

muestreos similares.

La proporcion de ocurrencia de cada morfotipo bacteriano se realizd promediando los valores
de densidad de cada morfotipo agrupando los meses correspondientes a cada periodo en el ciclo anual
del lago de acuerdo a Adame et al. (2008) (mezcla, estratificacion temprana, estratificacion establecida
y estratificacion tardia). Con los promedios por periodo se calculd la proporcion bacteriana en una

escala de 0 a 100 para cada morfotipo.

Para calcular la biomasa bacteriana se utilizd el biovolumen celular para lo cual se
fotografiaron digitalmente campos del microscopio obteniendo como minimo 20 mediciones
(perimetro, area, diametro Feret y esfericidad) por morfotipo bacteriano de cada preparacion. Las
mediciones se efectuaron con el programa de computo SigmaScan Pro 5.0 y se emple6 el valor de
esfericidad para determinar el morfotipo bacteriano (cocos >= 0.8 < bacilos > 0.3 <= filamentos). El

calculo del volumen para cada morfotipo en particular se realiz6 de acuerdo a la tabla 3.

Tabla 3. Formulas para el cdlculo del biovolumen por morfotipo bacteriano segtin Fry (1988).

Morfotipo Eje menor (Ee) Eje mayor (E,) Volumen (V)
3
Cocos E, = Dr(0.97) V=rm %
T
. E V=(E2—)(E —E,)
Bacilos ¢ €q) 7 e
filamentgs _ P - Z\IPZ — (471' A) Ea = Df(097) T[Ee3
A + 6
Donde:
P = perimetro
A =area

Df = Diametro Feret
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El calculo de la biomasa se efectu6 empleando la Ecuacién 2 propuesta por Loferer-
KroRbacher et al. (1998).

Biomasa = 218(Densidad)(Biovolumen)®8¢ Ecuacion 2

6.2.2. Muestras ambientales

El contenido de la materia organica en el sedimento se obtuvo por analisis elemental. Este
analisis determiné el contenido porcentual del carbono orgénico total (COT) y nitrégeno (N) en la
muestra (Pella, 1990). Para realizar el analisis, primero se elimind el carbono inorganico presente en
forma de carbonatos, acidulando las muestras con HCI 0.2 M hasta obtener un pH de 2. Después de
acidular las muestras se enjuagaron con agua bidestilada hasta llegar a un pH = 7. Posteriormente se
ingresaron a una estufa de temperatura constante a 40 °C para secar las muestras. A continuacion, las
muestras ya secas, fueron pulverizadas en un mortero de agata para evitar contaminacion con carbono.
Finalmente las muestras pulverizadas fueron guardadas en viales de cristal. La determinacién analitica
se llevo a cabo por duplicado en un Analizador Perkin Elmer PE2400. De cada muestra se tomaron
aproximadamente 2 mg para introducirlas al analizador elemental por 360 s, a una temperatura en la
columna cromatografica de 82.2 °C y una presion de 15.49 kPa. La temperatura del reactor de
combustion fue de 975°C y la temperatura del reactor de reduccion de 500 °C. A partir de los

contenidos porcentuales de COT y N, se calculé el cociente C/N.

La concentracion de clor-a en el sedimento se calculé por medio de fluorometria con base en el
método descrito por Arar y Collins (1997). A cada muestra, previamente medida volumétricamente, se
le adicion6 10 mL de acetona al 90 %, dejandose en frio y obscuridad durante 24 horas con la finalidad
de extraer la clorofila del sedimento. Al concluir el lapso, se centrifugd la muestra por 15 minutos a
~1,100 g para separar el sedimento. El sobrenadante se recuperé por decantacion midiendo su
volumen. En seguida cada muestra fue diluida por triplicado para ajustarse a la escala del fluorometro

(0 a5 pug clor-a L™) marca Turner Designs modelo 10-AU donde se evalu6 su concentracion.
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El carbono particulado se calculd por gravimetria (Callieri, 1997). Para ello se filtraron un total
de 3 muestras procedentes de trampas de sedimento situadas hacia el fondo del lago en la estacion
central. Para retener particulas mayores a 0.7 um, con una eficiencia del 98%, se emplearon filtros
Whatman GF/F de 47 mm de didmetro. Estos filtros fueron previamente precombustionados a 500 °C
por 4 h. Una vez filtrada la muestra los filtros fueron analizados por el método de pérdida en
combustion a 550 °C durante 4 h. (ASTM, 1999).

Los datos de potencial REDOX obtenidos in situ mediante la sonda multiparamétrica fueron
estandarizados como lecturas de electrodo estandar de Hidrogeno (SHE). Para ello se adiciono a la
lectura directa de la sonda el valor del potencial de referencia de su electrodo a 14°C (214.3 mV). La

estandarizacion se efectud para tener valores comparables con los de la literatura citada.

Para determinar la relacion de la densidad, biovolumen y biomasa bacteriana con los factores
ambientales se correlacionaron mediante el coeficiente de Spearman (p) (Maritz, 1995). Asi mismo se
hicieron analisis de varianza de una via de la densidad, biovolumen y la biomasa bacteriana para

determinar si las variaciones en el transcurso del ciclo anual fueron significativas.

El andlisis de redundancia sobre la varianza estadistica de la densidad, biovolumen y biomasa
bacteriana con respecto a los factores abioticos se realizé con la biblioteca VEGAN 1.17-2 (Oksanen et
al., 2010) para compilar en el lenguaje estadistico R (R Development Core Team, 2009). Este analisis
permitio probar la varianza de los factores ambientales una vez estandarizados (escalando la media a 0
y la varianza a 1) en relacion a la densidad de las bacterias en el sedimento. La confiabilidad de los
resultados se determin0 por analisis de permutaciones con 999 iteraciones, tomando como resultados
significativos los mayores o iguales al 95% de confiabilidad. El resultado son triplots de proyeccion
ordenada para las abundancias de los morfotipos bacterianos. Los triplots fueron interpretados a partir
de los factores ambientales expresandose como puntos en el espacio y los factores ambientales como
vectores. Este analisis permitio relacionar la densidad y la biomasa bacteriana con las variables de su

entorno fisico.

Los datos de densidad, biovolumen y biomasa bacteriana fueron calculados para cada colecta y
expresados por sus medias estadisticas con un intervalo del 95 % de confiabilidad de los datos. EI 95

% de confianza se calcul6 de acuerdo a la ecuacién 3.
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Intervalo de confianza = X + 1'96«/% Ecuacion 3

Donde:

% = media de los datos
o = desviacion estandar de los datos
n = tamafo de la muestra

7. Resultados
7.1. Factores ambientales

El sedimento se caracteriz6 por ser de color negro el cual en ocasiones presentd de forma
aleatoria tapetes bacterianos blanquecinos en su superficie (Figura 3). Durante los meses de
estratificacion (agosto 2008 - diciembre 2008 y junio 2009 - octubre 2009) se percibio6 el olor a sulfuro

de hidrégeno (H,S). En cambio, durante los meses donde el lago mantuvo una concentracion de

oxigeno mayor a 1.8 mg L™ (enero 2009 - mayo 2009) no se percibi6 el aroma del HS.

' -

2cem

Figura 3. Fotos del sedimento obtenido con una draga tipo Ekman a) representativo del fondo del lago durante todo el
ciclo anual, b) con galerias formadas por las larvas de quironémidos, caracteristico de los meses de abril-mayo c) con carpeta
bacteriana encontrados en forma aleatoria durante todo el ciclo anual.
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De acuerdo a la dinamica del lago y correspondiente a un monomictico célido, la columna de
agua se mantuvo estratificada durante los meses de agosto a diciembre de 2008 y de abril a octubre de
2009 con un epilimnion oxigenado y con temperaturas que oscilaron entre los 16 a 20°C. En contraste
en el hipolimnion se registraron concentraciones de oxigeno disuelto de disoxia y anoxia (0 a 0.73 mg
L) con una temperatura de 14.5 °C. A finales de diciembre de 2008 y principio de enero de 2009 la
termoclina cedio al descender la temperatura y por efecto del viento el lago se mezclé. Esto se reflejé
en la concentracion de oxigeno disuelto hacia el fondo del lago, donde aumenté hasta 5.65 mg L™, A
finales de marzo y comienzos de abril de 2009 el lago comenzd a estratificarse nuevamente al cesar la
temporada de secas y aumentar la temperatura, lo cual condujo nuevamente al agotamiento del

oxigeno disuelto hacia el fondo del lago (Tabla 4, Figura 4B).

Tabla 4. Relacion de los factores ambientales obtenidos en las colectas mensuales

0.D. REDOX N C clor-a CTP COP

MUEt®o gLy mv) @) @) O gem?) @m?dY)  (@m?dY
ago-08 0.02 238.30 oo = oo -— 0.20 0.17
sep-08 0.03 226.30 == === === -—— 0.27 0.21
oct-08 0.03 214.30 0.69 6.42 9.25 -— 0.26 0.21
nov-08 0.03 179.30 0.76 7.26 9.53 3.71 0.14 0.14
dic-08 0.05 252.30 0.66 6.38 9.64 21.90 0.16 0.15
ene-09 4.42 506.30 0.21 1.08 5.12 3.20 0.54 0.47
feb-09 5.65 481.30 0.72 6.12 8.55 21.38 0.54 0.52
mar-09 471 487.30 0.83 6.37 7.67 6.38 0.40 0.35
abr-09 3.90 467.30 0.78 6.20 7.94 7.85 0.31 0.29
may-09 1.90 455.30 0.69 5.57 8.07 11.23 0.17 0.15
jun-09 1.63 509.30 0.64 5.24 8.18 4.11 0.32 0.32
jul-09 1.63 491.30 0.68 5.59 8.28 2.61 === ===

ago-09 073 23430 082 6.07 744 2118
sep-09 013 2370  1.04 7.40 7.14 5.28

oct-09 0.14 -113.70 1.16 8.01 6.91 5.79
Donde: O.D.: Oxigeno disuelto en la columna de agua a 62 m de profundidad. REDOX: Potencial REDOX en la
columna de agua a 62 m de profundidad. N: Contenido porcentual de nitrégeno en el sedimento superficial. C: Contenido
porcentual de carbono en el sedimento superficial. C/N: Proporcion carbono/nitrégeno en el sedimento superficial. clor-a:
clorofila-a presente en el sedimento superficial. CTP: Flujo de carbono total particulado hacia el fondo del lago. COP: Flujo de
carbono orgéanico particulado hacia el fondo del lago. || Estratificacién bien establecida jul-sep; [ Estratificacion tardia oct-
dic; | Mezcla ene-mar; | Estratificacion temprana abr-jun.
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Por su parte, las lecturas del potencial REDOX obtenidas en la columna de agua adyacente al
sedimento registraron valores de -113.70 a 252.30 mV durante los meses de estratificacion. En
contraste, en los meses cuando el lago estuvo mezclado se obtuvieron lecturas de hasta 509.30 mV
(Tabla 4, Figura 4B).

La materia organica en el sedimento tuvo un contenido porcentual de carbono organico total
(COT) que vario6 de 1.08% a 8.01%, en tanto que el contenido de nitrogeno (N) registro un intervalo
de 0.21% a 1.16%. Ambos componentes del sedimento presentaron sus maximos en el mes de octubre
de 2009 correspondiente a la estratificacion tardia y los minimos en el mes de enero de 2009, mes que
corresponde a la época de mezcla del lago (Tabla 4, Figura 4A). La proporcion de C/N se presento6 en
un intervalo de 5.12 a 9.64, ocurriendo su valor inferior en el mes de enero de 2009 y su maximo en
diciembre de 2008 (Tabla 4).

Por su parte, el contenido de clorofila-a (clor-a) present6 variaciones en el transcurso del ciclo
anual (Tabla 4, Figura 4A); observandose cuatro maximos (diciembre 2008 = 21.90 ug cm’®; febrero
2009 = 21.38 pg cm™; mayo 2009 = 11.23 pg cm™; agosto 2009 = 21.18 ug cm™). Los méximos de
clor-a de febrero y mayo del 2009 corresponden a los florecimientos de diamoteas y cianobacterias
respectivamente. También se observaron cuatro minimos (noviembre 2008 = 3.71 pug cm™; enero 2009

=3.20 pug cm’®; julio 2009 = 2.61 ug cm™; septiembre 2009 = 5.28 ug cm™).
i

El flujo de carbono total particulado (CTP) hacia el fondo del lago present6 variaciones de 0.54
a 0.14 g m?d™; siendo el mayor flujo en el mes de enero de 2009, al comienzo de la estratificacion y
el menor correspondié al mes de noviembre de 2008, en la estratificacion tardia (Tabla 4, Figura 4). En
tanto que el carbono organico particulado (COP) mostré flujos en un patrén similar al CTP, siendo
mayor en febrero de 2009 (0.54 g m?d™) y menor en el mes de noviembre de 2009 (0.14 g m?d™)
(Tabla 4, Figura 4C).
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Figura 4. Gréficas de los factores ambientales por muestreo. A) Contenido porcentual de carbono, relacion
carbono/nitrogeno y clorofila-a en el sedimento B) Oxigeno disuelto y potencial REDOX C) Flujo de carbono total particulado y
carbono organico particulado.
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El andlisis de jerarquias sobre los factores ambientales medidos en el ciclo anual del lago
mostro dos grupos principales (Figura 5). Un grupo estuvo constituido por los muestreos de agosto a
diciembre de 2008 y de agosto a octubre de 2009. Estos meses pertenecieron al periodo de
estratificacion bien establecida y tardia del afio 2008, a excepcion del mes de mayo de 2009 el cual
pertenece aun a la estratificacion temprana del lago. El otro grupo estuvo conformado por los meses de
enero a julio de 2009. Estos meses comprenden a los periodos de mezcla y estratificacion temprana del

lago.

. Estratificacion bien establecida y tardia . Mezcla y estratificacion temprana

ago-08
sep-08
may-09
oct-08
nov-08
sep-09
oct-09
dic-08

ago-09

Meses de muestreo

ene-09
£b-09
mar-09
abr-09
jun-09
jul-09

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Disimilitud (%)

Figura 5. Dendrograma del andlisis de agrupamiento por jerarquias efectuado a los factores ambientales en relacion a
los meses de muestreo.
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7.2. Densidad

El conteo total de células bacterianas se realiz6 en 2,034 campos de microscopio (Anexo 1),
donde se reconocid, sin hacer distincion entre morfotipos, una densidad que varié de 5.32+0.25 a
16.71+0.95 x 10° cél cm™ de sedimento durante el ciclo anual del lago. La densidad especifica de los
cocos varié de 3.02+0.19 a 7.03+0.33 x 10° cél cm™, la de bacilos varié de 1.58+0.28 a 10.80+0.67 x

10° cél cm, en tanto que la de los filamentos varié de 0.10+0.02 a 0.55+0.09 x 10° cél cm™.

La densidad bacteriana, agrupando los tres morfotipos, registré diferencias significativas entre
las colectas mensuales (ANDEVA, Fi42019 = 144.69, p < 0.01; Figura 6, Tabla 5). Estas diferencias
fueron significativas en los meses caracterizados por la estratificacion establecida (agosto y septiembre
de 2008) y tardia del lago (de octubre a diciembre de 2008 y octubre de 2009). En éstos meses se
obtuvieron los valores més bajos (diciembre 2008: n=282, 5.32+0.25 x 10° cél cm™). En los meses de
mezcla (enero a marzo de 2009) y en los meses de estratificacion temprana (abril a junio de 2009) se
registraron los valores méas altos (abril 2009: n=93, 16.71+0.95 x 10° cél cm™). También se observé un
aumento de la densidad bacteriana en el mes de noviembre de 2008 (n=97, 8.11+0.63 x 10° cél cm™®),
seguida de una abrupta disminucién de la misma para el mes de diciembre del mismo afio (n=282,
5.32+0.25 x 10° cél cm™®).

. Estratificacion establecida . Estratificacion tardia . Mezcla Estratificacion temprana

—+—Cocos —=—Bacilos ——Filamentos —— En conjunto

_ = m e e N
L o N E N O

(=)}

Densidad (cél x 10° cm?)

PSS
$ &é ¥ Q"’* \‘Q S

Meses de muestreo

Figura 6. ANDEVAs de la densidad bacteriana en general y por cada morfotipo en los meses de muestreo. Las barras
indican los intervalos del 95 % de confiabilidad de los datos.

22



Tabla 5. Promedios, con sus intervalos del 95 % de confiabilidad de la densidad bacteriana por morfotipo y mes de
muestreo.

Cocos Bacilos Filamentos Total
Fecha Densidad Densidad Densidad Densidad
(cél x 10° cm™®) (cél x 10° cm™®) (cél x 10° cm™) (cél x 10° cm™®)

abr-09 5355 + 0413 10.803 + 0.674 0.553 * 0.093 16.712 + 0.952
may-09 4421 + 0.283 7962 + 0.535 0.402 = 0.061 12.785 + 0.713
jun-09  6.490 + 0.511 7951 + 0.502 0.440 =+ 0.074 14881 + 0.865

Estratificacion establecida . Mezcla
Estratificacion tardia Estratificacion temprana

El aumento en la densidad bacteriana agrupando a los morfotipos fue méas evidente en el caso
particular de los bacilos (Figura 6, Tabla 5). En cambio, los filamentos y los cocos registraron

variaciones en su densidad durante todo el ciclo sin hacer distincion por algin periodo del lago.

El anélisis de jerarquias efectuado a la densidad bacteriana reconocié dos grupos principales
(Figura 7). El primer grupo lo constituyeron aquellos ensambles bacterianos colectados en los meses
de estratificacidn bien establecida y tardia del lago (agosto de 2008 a diciembre de 2008 y agosto de
2009 a septiembre de 2009). El segundo conjunto agrupé a los ensambles bacterianos colectados en los

meses de mezcla y de estratificacion temprana del lago.
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Figura 7. Dendrograma del andlisis de agrupamiento por jerarquias efectuado a la densidad bacteriana en relacion a los
meses de muestreo.

Al correlacionar la densidad de los morfotipos bacterianos en conjunto con la concentracién de
oxigeno disuelto en el hipolimnion se encontré una relacién positiva y significativa (n = 15, p=0.70, p
< 0.01; Tabla 6). Esta relacién en la densidad bacteriana fue observada, en particular, por el morfotipo
de los bacilos que aumentaron su nimero celular al incrementarse la concentracion de oxigeno disuelto
en su entorno. Esta relacion de los bacilos con el oxigeno disuelto fue significativa (n = 15, p = 0.85, p
< 0.01; Tabla 5). Por el contrario los morfotipos de cocos y filamentos no presentaron esta relacion con

los cambios en la concentracion de oxigeno disuelto.
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Tabla 6. Correlaciones por el coeficiente de Spearman (o) de la densidad bacteriana total y por morfotipo con respecto
al contenido de nitrégeno (N), carbono organico total (COT) y taza C/N en el sedimento, a la concentracion de clorofila-a (clor-a)
en el sedimento, a la concentracion de oxigeno disuelto y potencial REDOX en la columna de agua adyacente al sedimento y a los
flujos de carbono particulado total (CTP) y carbono organico particulado (COP).

. N C C/N clor-a DO REDOX CTP COP
Morfotipo
(%) (%) (ugem®  (mgL™) (mV) @m?dY) (gm?d?)
P 0.06 -0.26 -0.18 -0.24 0.18 0.13 0.25 0.25
Cocos n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.84 0.38 0.57 0.46 0.52 0.65 0.45 0.45
P 0.09 -0.47 -0.26 0.11 0.85 0.56 0.39 0.39
Bacilos n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.76 0.10 0.38 0.73 0.00 0.03 0.23 0.23
P -0.51 -0.29 0.34 -0.22 -0.08 0.15 -0.27 -0.29
Filamentos n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.49 0.34 0.25 0.50 0.77 0.58 0.42 0.39
P 0.03 -0.56 -0.24 0.16 0.70 0.50 0.46 0.47
Total n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.91 0.05 0.43 0.62 0.00 0.06 0.15 0.14

Donde p = coeficiente de Spearman; n = nimero de casos; p = significancia (95% de confianza en negritas y 90% de
confianza en italicas).

El potencial REDOX se relaciond positivamente con el morfotipo de los bacilos (n = 15, p=
0.56, p = 0.03; Tabla 6); aunque no fue el caso para los otros morfotipos donde no se aprecié tendencia
alguna; pero si se les considera en conjunto, su densidad se relaciona de manera positiva con el
aumento del potencial REDOX, aunque esta relacion no fue confirmada matematicamente con el 95 %
de confianza (n =15, p=0.50, p = 0.06; Tabla 6).

La densidad bacteriana de los morfotipos en conjunto también se correlaciono con el contenido
porcentual del C en la materia organica del sedimento. Esta relacion fue negativa pero significativa (n
= 15, p=-0.56, p = 0.05; Tabla 6). No obstante, esta relacion no se observd, de manera particular, en
algun morfotipo. Asi mismo, no se encontré relacion alguna de la densidad bacteriana con el contenido
de N en el sedimento y por consiguiente con la relacion C/N. De la misma manera, la clor-a en el
sedimento no tuvo relacion con la variacion temporal en la densidad bacteriana, pese a que el

contenido porcentual de C en el sedimento si registré una relacion con la densidad.

Los flujos de carbono particulado hacia el fondo del lago, tanto el total (CTP) como el organico

(COP), no se correlacionaron con la densidad bacteriana, no obstante que el patrén que describi6 el
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flujo de carbono hacia el fondo en el ciclo anual del lago, fue similar al observado en la densidad de

los bacilos.

El anélisis de redundancia (RDA) indicd que el 95.26% (f3,=8.61, p=0.02) de las variaciones

en la densidad bacteriana es explicada por la varianza en los parametros ambientales medidos (N, C,
C/N, O.D., REDOX, CTP y COP) (Figura 8). De manera particular solo fue significativa la influencia

de la concentracién de O.D. sobre el 41.96% (f113=9.40, p=0.01) de la variacién en la densidad
bacteriana, en tanto que el REDOX fue del 35.6% (f113=7.19, p=0.02). La figura 8 muestra la

influencia positiva del COP y del CTP sobre el morfotipo de los bacilos; asi como una relacion

negativa de la proporcion de C/N sobre la densidad de los tres morfotipos en conjunto y la de los

bacilos en especifico. Sin embargo estas relaciones no se comprobaron matematicamente.

RDA2

-2

Jun-09

Nov-08

+ Cocos

En conjunto

T 0.D.

Dic-08

RDAI

Figura 8. Triplot del andlisis de redundancia sobre la densidad bacteriana agrupando los tres morfotipos bacterianos y
por cada morfotipo en relacion a los factores ambientales (O.D.: concentracién de oxigeno disuelto; REDOX: potencial REDOX;
COP: flujo de carbono organico particulado; CTP: flujo de carbono total particulado; C/N: Relacién C/N en sedimento; C:
carbono en sedimento; N: nitrégeno en sedimento).
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7.3. Biovolumen

El biovolumen calculado en 16,599 células bacterianas, agrupando los tres morfotipos (Anexo
I1) registré variaciones (de 0.019+0.001 a 0.131+0.091 um?) en el transcurso del ciclo anual del lago.
De manera particular, el morfotipo de los cocos (n = 8,282) registré una variacion de 0.019+0.001 a
0.046+0.009 um?®. Por su parte los bacilos (n = 7,187) registraron valores de 0.026+0.002 a
0.052+0.008 pm?. En tanto que el morfotipo de los filamentos (n = 1,130) su biovolumen vari6 de
0.0512+0.005 a 0.131+0.091 um®.

Las diferencias en biovolumen, para el conjunto de los tres morfotipos, fueron significativas
(ANDEVA, Fi416584 = 49.405, p < 0.01; Figura 9) entre los meses de agosto 2008 a marzo 2009 y los
meses de abril a octubre de 2009. EIl biovolumen del conjunto de los tres morfotipos celulares tuvo un
decremento del afio 2008 a 2009. Este decremento también se observd, de manera particular, en los
morfotipos de cocos y bacilos. En cambio, los filamentos registraron amplias variaciones en cada mes
de muestreo, por lo que el analisis de varianzas no registrd una diferencia significativa al comparar los

muestreos entre si (Figura 9, Tabla 7).

. Estratificacion establecida . Estratificacion tardia . Mezcla Estratificacion temprana
—+—Cocos —=—Bacilos ~——Filamentos —— Total

0.25
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Figura 9. ANDEVAs del biovolumen bacteriano en conjunto y por cada morfotipo en los meses de muestreo. Las barras
indican los intervalos del 95 % de confiabilidad de los datos.
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Tabla 7. Promedios, con sus intervalos del 95 % de confiabilidad, del biovolumen bacteriano por morfotipo y mes de
muestreo.

Cocos Bacilos Filamentos Total
Fecha Biovoll_13men BiovoIL_Jsmen BiovoIL_JBmen Biovoll_Jsmen
(um™) (um™) (um™) (nm™)
ago-08 0.039 + 0.006 0.052 £+ 0.008 0.129 + 0.040 0.074 £ 0.015
sep-08  0.046 +  0.009 0.047 £ 0.007 0.105 % 0.027 0.061 £ 0.008
oct-08  0.043 £ 0.005 0.052 + 0.008 0.087 + 0.035 0.050 £ 0.005
nov-08 0.030 + 0.003 0.048 £+ 0.005 0.126 + 0.043 0.047 £ 0.005
dic-08 0.032 £ 0.002 0.038 £+ 0.003 0.131 + 0.091 0.039 £ 0.004
ene-09 0.028 + 0.002 0.042 £+ 0.004 0.104 + 0.032 0.038 £+ 0.003
feb-09 0.024 £ 0.001 0.039 £+ 0.003 0.123 + 0.039 0.033 £+ 0.002
mar-09  0.024 + 0.001 0.040 £ 0.003 0.106 + 0.014 0.035 £ 0.002
abr-09 0.023 £ 0.001 0.037 £+ 0.003 0.075 % 0.008 0.033 £+ 0.002
may-09  0.023 £+ 0.001 0.034 £+ 0.002 0.071 % 0.011 0.031 £+ 0.002
jun-09  0.019 + 0.001 0.029 £+ 0.002 0.071 0.009 0.028 £+ 0.002
jul-09  0.019 £ 0.001 0.031 £ 0.002 0.056 + 0.009 0.028 + 0.001
ago-09 0.019 + 0.001 0.026 £+ 0.002 0.051 + 0.005 0.024 £ 0.001
sep-09  0.021 + 0.001 0.033 £ 0.002 0.059 % 0.008 0.029 + 0.001
oct-09 0.019 £ 0.002 0.027 £ 0.002 0.072 £ 0.016 0.025 £ 0.002
Estratificacion establecida Mezcla
Estratificacion tardia Estratificacion temprana

El conjunto de los tres morfotipos bacterianos no se correlaciond con algun factor ambiental
evaluado. De la misma manera, no existio relacion alguna de los factores ambientales con algln

morfotipo el particular.

7.4. Biomasa

La biomasa del conjunto de los tres morfotipos bacterianos varié durante el ciclo anual del
lago. La biomasa vari6 en las 16,599 células medidas (Anexo Il) en un intervalo de 56.88+2.99 a
186.85+7.53 ug C cm™. En el caso particular del morfotipo de los cocos (n = 8,282) se reconoci6 una

variacion de 25.97+2.19 a 64.74+9.51 ug C cm™. En tanto que en los bacilos (n = 7,187) se registraron
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valores de 25.58+1.57 a 135.97+7.51 pg C cm™. Para el morfotipo de los filamentos (n = 1,130) su
biomasa vari de 2.50+0.46 a 17.89+4.95 ug C cm™,

La biomasa del conjunto de los tres morfotipos mostré diferencias significativas (ANDEVA,
F1416584 = 82.282, p < 0.01; Figura 10, Tabla 8) entre los meses de estratificacion establecida y tardia
del lago con los meses correspondientes al periodo de mezcla y estratificacion temprana. Las
diferencias en biomasa se observaron particularmente en el morfotipo de los bacilos. Sin embargo, los

cocos Yy filamentos no presentaron éstas diferencias significativas en biomasa.

. Estratificacion establecida . Estratificacion tardia . Mezcla Estratificacion temprana
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Figura 10. ANDEVAs de la biomasa bacteriana en general y por cada morfotipo en los meses de muestreo. Las barras
indican los intervalos del 95 % de confiabilidad de los datos.

El analisis de jerarquias efectuado a la densidad bacteriana reconocio dos grupos principales
(Figura 11). EI primer grupo lo conformé los meses del afio 2008 y el segundo grupo conjunto a los
meses del afio 2009. EI primer grupo a su vez se caracteriz6 por ser meses donde el lago permanecio
estratificado (estratificacion bien establecida y tardia). El segundo grupo a su vez se subdividid, la
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primera subdivisién estuvo conformada por los meses de enero a julio de 2009 y la segunda
subdivision por los meses de agosto a octubre de 2009. En los meses agrupados en la primera
subdivision el lago se mezclo (enero a marzo de 2009) y gradualmente se fue estratificando a partir de
abril de 2009. En la segunda subdivision los meses agrupados fueron caracteristicos de la

estratificacion bien establecida y tardia del lago.

Tabla 8. Promedios, con sus intervalos del 95 % de confiabilidad, de la biomasa bacteriana por morfotipo y mes de

muestreo.
Cocos Bacilos Filamentos En conjunto
Fecha Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa
(ug cm?) (ug cm) (ug cm) (ug cm)

abr-09 44518 + 2285 135.967 + 7.507 12.724 + 1.194 186.852 + 7.535
may-09  36.369 = 1.894 93.402 + 4.832 8.806 =+ 1.093 134556 + 5.368
jun-09 45373 * 2.326 81.058 + 5.287 9.639 + 1.045 145293 + 7.028

Estratificacion establecida . Mezcla
Estratificacion tardia Estratificacion temprana

La biomasa bacteriana, agrupando los tres morfotipos, se relaciond positivamente con la
concentracion de oxigeno disuelto en el fondo del lago (n = 15, p = 0.56, p = 0.03; Tabla 9). Esta
relacion también se comprobd en el caso particular de los Bacilos (n = 15, p=0.83, p < 0.01; Tabla 9).
En el caso particular del morfotipo de los cocos la relacién fue negativa: al disminuir el oxigeno
disuelto, su biomasa aumentd (n = 15, p=-0.52, p = 0.01; Tabla 9). En cuanto al morfotipo de los

filamentos no se encontro relacion alguna.
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Figura 11. Dendrograma del analisis de agrupamiento por jerarquias efectuado a la biomasa bacteriana en relacién a
los meses de muestreo.

La relacion entre la biomasa bacteriana, agrupando los tres morfotipos, con el potencial
REDOX fue positiva y significativa (n = 15, p = 0.65, p = 0.01; Tabla 9). Esta relacion solo se verifico
en el caso particular del morfotipo de los bacilos (n = 15, o= 0.66, p = 0.01) a diferencia de los cocos

y filamentos donde no se comprobo relacion alguna.

El contenido de materia organica en el sedimento no mostrd relacién alguna con la biomasa
bacteriana, exceptuando el contenido porcentual de C en el sedimento, el cual mostré una relacién
negativa con la biomasa del morfotipo de los bacilos. Cabe destacar que dichas relaciones solo
estuvieron en un intervalo del 90% de confiabilidad (Total: n = 13, p = -0.53, p = 0.06; Bacilos: n =
13, p=-0.52, p=0.07; Tabla 9).
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Tabla 9. Correlaciones por el coeficiente de Spearman () de la biomasa bacteriana total y por morfotipo con respecto
al contenido de nitrégeno (N), carbono organico total (COT) y cociente C/N en el sedimento, a la concentracién de clorofila-a
(clor-a) en el sedimento, a la concentracién de oxigeno disuelto (O.D.) y potencial REDOX en la columna de agua adyacente al
sedimento y a los flujos de carbono particulado total (CTP) y carbono organico particulado (COP).

. N C C/N clor-a 0O.D. REDOX CTP COP
Morfotipo L - -

(%) (%) (ngem®)  (mgL™) (mV) (gm=d") (gm™d7)

o) -0.05 0.05 0.20 -0.10 -0.52 -0.36 -0.22 -0.24

Cocos n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.86 0.87 0.51 0.75 0.01 0.19 0.52 0.48

o) -0.07 -0.52 -0.12 0.08 0.83 0.66 0.54 0.55

Bacilos n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.82 0.07 0.71 0.80 0.00 0.01 0.09 0.08

o) -0.14 -0.25 0.35 -0.11 -0.10 0.15 -0.17 -0.19

Filamentos n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.64 0.42 0.25 0.73 0.72 0.60 0.61 0.57

o -0.19 -0.53 -0.04 -0.06 0.56 0.65 0.59 0.58

Total n 13 13 13 12 15 15 11 11
p 0.53 0.06 0.90 0.85 0.03 0.01 0.06 0.06

Donde p = coeficiente de Spearman; n = nimero de casos; p = significancia (95% de confianza en negritas y 90% de
confianza en italicas).

Con respecto a los flujos de carbono de la superficie y columna de agua hacia el fondo del lago
se encontré que el CTP mantuvo una relacion positiva con la biomasa bacteriana en conjunto de los
tres morfotipos (n = 11, p= 059, p = 0.06; Tabla 9). Esta relacion también fue observada
particularmente en el morfotipo de los bacilos, pero su relacion fue menos significativa (n = 11, p=
0.54, p = 0.09). En cuanto al COP, la relacion que mantuvo con la biomasa bacteriana fue similar a la
del CTP, siendo nuevamente una relacion positiva con la biomasa en conjunto de los tres morfotipos (n
=11, p=0.58, p = 0.06; Tabla 9) y de manera particular con el morfotipo de los bacilos (n = 11, p=
0.55, p =0.08).

El andlisis de redundancia de la biomasa y los factores ambientales fue similar al obtenido
considerando la densidad bacteriana. En éste analisis se explicd un 92.83% (F73=5.55, p=0.04) de la
varianza en la biomasa bacteriana por efecto de los factores ambientales (N, C, C/N, O.D., REDOX,
CTP y COP) (Figura 12). Particularmente las influencias significativas, al 95% de confianza con 999
iteraciones, fueron del O.D. (53.08%, F113= 14.71, p = 0.01), del potencial REDOX (45.94%, F;13 =
11.05, p = 0.01) y con una confiabilidad en el intervalo del 90% se encontrd el COP (27.05%, Fi9=
3.34, p =0.09).
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Figura 14. Triplot del andlisis de redundancia sobre la biomasa bacteriana agrupando los tres morfotipos y por cada
morfotipo en relacién a los factores ambientales (O.D.: oxigeno disuelto; REDOX: potencial REDOX; COP: flujo de carbono
orgénico particulado; CTP: flujo de carbono total particulado; C/N: Relacion C/N en sedimento; C: carbono en sedimento; N:
nitrégeno en sedimento).
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8. Discusion

8.1. Factores ambientales

La dindmica anual observada y medida en el lago Alchichica durante este estudio se ajusté a la
descrita por Alcocer et al. (2000) y Adame et al. (2008). Esta dinamica es congruente a la categoria

propuesta de Lewis (1983) de lago momomictico calido.

El ambiente del fondo del lago Alchichica se caracteriza por tener condiciones anoxicas
durante un largo periodo de tiempo, lo cual se hace evidente por el color negro del sedimento que se
atribuye a la precipitacion de sulfuro de hierro (1) inorganico (FeS) (Shchukarev et al., 2008). Otro
indicador del déficit de oxigeno es la formacién de sulfuro de hidrégeno (H,S) como resultado de la

degradacidn bacteriana de la materia organica en condiciones anaerobicas (Jgrgensen, 1982).

Las variaciones en el potencial REDOX medidas en el presente estudio se encuentran dentro de
los intervalos establecidos por Bass Becking et al. (1960) para sedimentos lacustres (de -220 a 550 mV

enpHentre 7y 9).

Los valores registrados en el presente estudio del carbono organico en el sedimento son
inferiores a los registrados en otros estudios en sedimentos de lagos oligotroficos (de 45.8 a 4.8%;
Meyers e Ishiwatari, 1993). Sin embargo, los valores del presente estudio son mas cercanos en
similitud a los registrados en estudios de mar profundo (de 0.15 a 1.84%; Garcia-Villalobos y Escobar-
Briones, 2007). El contenido porcentual de N tuvo una correlacion directa con el contenido de C en el
sedimento (R* = 0.83, p < 0.01; Figura 13). Esto indica que la mayor parte del N presente en el
sedimento es de tipo organico (Hedges et al., 1997). El intercepto de contenido de C en 1.08 % con el
N en 0.21 % destaca al representar un minimo del contenido de C y N en el sedimento. Este bajo
contenido de materia organica corresponde al mes de enero de 2009 cuando inicia la mezcla del lago y

por consiguiente se oxigena el fondo permitiendo la rapida oxidacion de la materia organica.

El cociente C/N es un pardmetro que proporciona informacién acerca del origen de la materia
organica y del estado de oxidacion de los elementos en el sedimento (Kaushal y Binford, 1999). Las
proporciones encontradas en los muestreos fueron caracteristicas del detrito proveniente de bacterias (3
a 5), picoplancton autotrofico (5 a 8), diatomeas (4 a 9) y fitoplancton en general (7 a 8) (Meyers,

1994; Stein, 1991; Figura 14). Adicionalmente, el valor promedio encontrado en el sedimento indica
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detrito relativamente fresco o recién depositado (Tahley et al., 1994). Se ha establecido que en
sedimentos ricos en actividad bacteriana es posible que los microorganismos inmovilicen el N
mientras el carbono organico es remineralizado provocando un descenso en los valores de C/N
(Meyers, 1994) como el observado en la figura 13 en el intercepto de contenido de C en 1.08 % con el
N en 0.21 %.
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~ 0.8 - y = 0.1206x + 0.023

S R2=0.83 p<0.01
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Figura 13. Regresion lineal del C (%) y el N (%0) contenidos en el sedimento del lago Alchichica durante el transcurso de
un ciclo anual.
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Figura 14. Diagrama del cociente C/N caracteristico en sistemas acuaticos epicontinentales.
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Se ha encontrado que en el lago Alchichica la fraccion de biomasa dominante del fitoplancton
expresada como clorofila a es de tallas mayores a 2 um (Adame et al., 2008), por lo que la velocidad
de sedimentacién se ha calculado aproximadamente de 4 m d™* (Alcocer et al., 2007). Esto trae consigo
una relacién desfasada del contenido de clor-a en el sedimento con los florecimientos fitoplanctonicos
del lago, el cual al descomponerse promueve el estado anoxico del hipolimnion. Este es el primer paso
en la cadena de reacciones que generan condiciones de hipoxia/anoxia en un cuerpo acuatico debido a
que una parte del fitoplancton no se incorpora en la red trofica y se hunde (junto con la materia fecal
generada en la columna de agua, también con carcasas, exuvias Yy células muertas de
microorganismos). Este acimulo de materia organica que se sedimenta en el fondo de los sistemas
acuaticos experimenta, desde su trayectoria en la columna de agua, una descomposicién abidtica dada
por su oxidacion, asi como una descomposicion bidtica por la actividad de microorganismos aerobios.
Esto ocasiona la reduccion hasta el agotamiento de los niveles de oxigeno en el agua intersticial, asi

como en la columna de agua adyacente y hacia el interior del sedimento (Rabalais et al., 2002).

Los flujos de carbono total y organico en el lago Alchichica son mayores a los registrados en
otros lagos oligotréficos (Ardiles et al., 2012). EI carbono organico constituye casi el 100% del flujo
total, al participar con mas del 90% del flujo total durante el ciclo anual. Adame et al. (2008) y Ardiles
et al. (2012) sugieren que estos elevados flujos de carbono hacia el fondo del lago promueven el estado

anoxico del lago durante su estratificacion.

8.2. Densidad

Aliversieva-Gamidova (1969) estudio el ciclo anual de diferentes grupos de bacterias en el
sedimento del Lago Mektheb, Dagestan, Rusia. En el curso de un afio encontrd diferencias
significativas en sus densidades. Casi todos los grupos de microorganismos estudiados tuvieron un
minimo de densidad durante los meses de noviembre y diciembre (saprofitos, actinomycetes,
clostridios, metandgenos y sulforeductores). Los productores de metano, actinomycetes y saprofitos
tuvieron un maximo en Mayo/Junio, en tanto que los sulforeductores y clostridios tuvieron un maximo

en julio. A pesar de que el lago Alchichica difiere del lago Mekhteb en latitud y es considerado un lago
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monomictico calido, las mayores densidades también fueron registradas durante su mezcla y al

comienzo de su estratificacion.

Por su parte Jones (1971) observaron que en lagos eutroficos la temperatura, el pH y la
disponibilidad de oxigeno controlan la densidad bacteriana en el sedimento. En cambio, para lagos
oligotréficos observaron que solo la temperatura, el pH y la presencia de fitoplancton se relacionan con
la densidad bacteriana. Asi mismo encontraron una correlacion positiva con la materia organica
particulada sugiriendo una posible limitante en nutrientes. En el presente estudio no se realizé un
analisis de la variabilidad de la temperatura y el pH en correlacion con la densidad bacteriana debido a
que estos factores ambientales mantienen poca variabilidad hacia el fondo del lago. Pero cabe destacar
que si se encontro cierta correlacion del carbono organico particulado con la densidad bacteriana en el
sedimento superficial. Y en contraste a los resultados de Jones (1971) la densidad bacteriana no tuvo

relacion alguna con la concentracion de clorofila-a en el sedimento.

Un estudio similar realizado por Collins (1977) y Jones et al. (1979) en los sedimentos de una
serie de lagos britanicos (Tabla 1) encontraron que la mayor densidad bacteriana promedio ocurrié a
principio de la estratificacion de la mayoria de los lagos. La excepcion fue un lago eutrofico somero,
donde se observaron las mayores densidades de toda la serie, y éstas ocurrieron tanto en la mezcla
como al comienzo de la estratificacion. Collins (1977) concluye que la densidad bacteriana en la
superficie de los sedimentos puede ser un reflejo de la calidad y cantidad de la materia organica

particulada que circula dentro de los sistemas acuaticos durante el periodo de mezcla.

Schallenberg y Kalff (1993) encontraron en un estudio efectuado en lagos de Canada (Tabla 2)
que la variabilidad en densidad bacteriana se correlacionaba de forma inversa con el contenido de agua
intersticial. Asi mismo encontraron una correlacion inversa entre el contenido de agua intersticial y la
cantidad de materia organica en el sedimento. En el presente estudio no se analizé el contenido de agua
intersticial en el sedimento, pero si se realiz6 un analisis del contenido porcentual de C y N en el
sedimento. En ese andlisis se demostrd la correlacion inversa del C en el sedimento con la densidad

bacteriana.

En la revision hecha por Deming y Yager (1992) encontraron una relacién poco significativa e
inversa de la densidad bacteriana con la profundidad. La revisién se efectud a partir de varios estudios

de bacterias en sedimentos marinos (Tabla 1). La relacion que encontraron se debié al contenido de
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carbono en los sedimentos, pero sefialan que la correlacion es mas fuerte y significativa de la densidad
con el flujo de carbono hacia el sedimento. La relacién que encontraron complementa la afirmacion
hecha por Gooday y Turley (1990). Ellos afirman que, en un ambiente con limitantes de alimento, la
densidad y biomasa béntica estaran directamente relacionadas con la cantidad de alimento que llega al
fondo. A su vez, Deming y Baross (1993) sefialan que el flujo de carbono particulado hacia el fondo de
los océanos puede predecir la densidad bacteriana en el sedimento. En el presente estudio no se
encontré dicha relacién, pero si se observo una relacion inversa entre la densidad bacteriana y el

contenido de carbono en el sedimento.

Como parte de una estrategia de sobrevivencia de la comunidad bacteriana ante cambios
adversos en su habitat, es comun observar un rapido aumento en el nimero total de células antes de
una severa declinacion ante baja disponibilidad de alimento (Amy y Morita, 1983). Aunque en todo el
ciclo anual del lago, del presente estudio, se registro la presencia de materia orgénica en el sedimento,
ésta materia organica no siempre es susceptible a ser degradada (Gray et al., 2002). La materia
organica méas labil es remineralizada rapidamente en su trayectoria en la columna de agua hacia el
fondo. Segin Suess (1980) mas del 90% del carbono orgéanico es oxidado aerdbicamente antes de
alcanzar el sedimento. Al depositarse la materia orgénica durante la mezcla del lago, el ensamble
bacteriano en el sedimento continua remineralizandola y al final de la estratificacion solo perdura
aquella mas refractaria. La materia organica que llega al sedimento no es facil de remineralizar y parte
de ella escapa totalmente a éste proceso, siendo sepultada y constituyendo parte del sedimento
(Henrichs y Reeburgh, 1987). En el presente estudio la diferencia del contenido de materia orgéanica en
el sedimento durante la mezcla en comparacién al periodo de estratificacion tardia sugiere que la
materia organica se esta remineralizando mas rapido. Esto ocurre debido al aporte de oxigeno que
permite su oxidacion, asi mismo, la materia organica es recién formada y labil (C/N < 10) susceptible a
ser remineralizada con mayor facilidad (Gray et al., 2002). Adicionalmente, Schallenberg y Kalff
(1993) sefialan que no se debe relacionar la densidad y biomasa bacteriana con el contenido de materia
organica en el sedimento ya que su cantidad depende adicionalmente de otros factores como es la

actividad enzimatica y la asimilacion bacteriana.

Schmidt et al. (1998) realizaron un analisis de la densidad bacteriana en funcion al volumen de
fluido en los sedimentos. Sus resultados indicaron cierta constancia en la densidad bacteriana para los

sedimentos que analizaron a diferencia de registros previos que fueron en funcion de la masa del
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sedimento seco. Las diferencias encontradas al emplear el sedimento seco son debidas a cambios en la
porosidad en el grano, donde un pequefio cambio en la porosidad conlleva a un gran cambio en masa
en el sedimento seco. Schmidt et al. (1998) analizaron varios registros de densidad bacteriana
convirtiendo las unidades de medicion en volumen de fluido en los sedimentos. En su analisis
encontraron que para sedimentos en los océanos existe una constancia en el nimero de bacterias. En
sus conversiones la magnitud de 10° células mL™ de fluido intersticial fue constante para todos los
registros. En el presente estudio no se realizo la conversion de unidades por las de volumen de fluido
intersticial debido a que no se midio el area del grano de sedimento ni se establecié su porosidad. Sin
embargo, los valores obtenidos se encuentran dentro del intervalo que Schmidt et al. (1998) proponen
como constante para densidades bacterianas globales en los sedimentos de los océanos. No obstante a
ello, si se analizan los datos de manera local y en el transcurso del ciclo anual del lago se observan y

comprueban diferencias significativas en la densidad bacteriana.

8.3. Biovolumen

Las variaciones en biovolumen encontradas en el presente estudio estuvieron dentro del
intervalo que establece Nealson (1997) para el volumen bacteriano en el sedimento. Cabe destacar que
los valores del presente estudio estan dentro de los valores més altos que registra Nealson (1997). Pero
es posible que ésta diferencia se deba a que Nealson (1997) asumi¢ la forma esférica para toda bacteria

y en el presente estudio se calcul6 el biovolumen especifico para los tres morfotipos diferenciados.

En ambientes con baja disponibilidad de alimento, que corresponderia a los meses de
estratificacion, las bacterias tienen cambios bioquimicos (Zambrano y Kolter, 1996). Algunos de estos
cambios son la disminucion en la superficie de la membrana, en su composicion de membrana y la
disminucion del contenido de ATP. Adicionalmente, las bacterias ante un stress alimenticio utilizan
tanto compuestos internos de reserva como moléculas intracelulares no de reserva para la formacion de
energia. Esta reduccion en la superficie de la membrana, asi como la utilizacion del contenido celular
resultan en una disminucion del tamafio celular y un cambio a forma esférica en la morfologia de
bacterias normalmente elongadas. Al cambiar las condiciones ambientales (periodo de mezcla) las
bacterias vuelven a desarrollarse normalmente y se observa un incremento poblacional y de biomasa

(Zambrano y Kolter, 1996). Por lo anterior, en el presente estudio los bacilos pudieron haber estado
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enmascarados en la forma de cocos durante la estratificacion del lago, posteriormente al mezclarse el
lago su morfotipo original fue observado. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en el
biovolumen bacteriano; por lo tanto su biovolumen no estuvo correlacionado a algin factor ambiental

medido.

8.4. Biomasa

De manera similar a lo encontrado en densidad bacteriana, la variabilidad en la biomasa
bacteriana estudiada por Schallenberg y Kalff (1993) presentd variaciones en los lagos canadienses
donde realizaron su estudio (Tabla 2). Las variaciones en biomasa bacteriana se correlacionaron de
forma negativa con la profundidad y de manera positiva con la temperatura. White et al. (1991)
describen el efecto positivo del incremento en la temperatura sobre la biomasa y densidad del
bacterioplancton. En su estudio sugieren que las bacterias deben poseer un alto Qi por lo que su
respuesta es inmediata a variaciones en la temperatura en comparacion con otros organismos del
bentos. En el presente estudio no se considerd la temperatura ambiental como factor que determine la
variabilidad de la biomasa bacteriana en la superficie de los sedimentos, debido a que en el transcurso
del ciclo anual del lago la temperatura en el fondo del lago se mantiene constante (aproximadamente
14.5°C).

Schallenberg y Kalff (1993) a su vez evaluaron el contenido del agua intersticial como factor
que determina la biomasa bacteriana. Sus resultados demuestran que el contenido de agua intersticial
explica mas del 40% de la variacion en biomasa bacteriana en el sedimento. Esta correlacion que
encontraron es negativa pero significativa y a su vez la relacionaron de manera negativa con la
cantidad de materia organica en el sedimento. La cantidad de materia organica en el sedimento
expresada como el contenido porcentual de carbono se correlacion6 de manera negativa con la
biomasa bacteriana en el presente estudio. Sin embargo, esta correlacién se comprobd con un 90%

confianza.

En el analisis hecho por Deming y Yager (1992) sobre ensambles bacterianos en sedimentos
marinos encontraron que el flujo de carbono particulado hacia el fondo de los océanos determina la
biomasa bacteriana en los mismos. En el presente estudio se encontré una relacion entre el flujo de

carbono particulado y la biomasa bacteriana. Sin embargo ésta relacion no fue determinada con un
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95% de confianza, solo estuvo en el intervalo del 90%. Los factores que estuvieron mayormente
correlacionados con la biomasa bacteriana fueron el oxigeno disuelto y el potencial REDOX. Pero a su
vez, estos factores varian dependiendo de la cantidad y calidad de la materia orgéanica que llega al
fondo del lago, asi como de la actividad hidrolitica de las enzimas extracelulares bacterianas y de la
eficiencia en que las bacterias pueden incorporar los productos de la hidrélisis (Deming y Yager,
1992). Pearson y Stanley (1979) encontraron que la biomasa béntica responde de manera directa a
fluctuaciones en el potencial REDOX del sedimento. A su vez, observaron que el potencial REDOX

varid en funcion al flujo de carbono hacia el sedimento.

En otros estudios en lagos se ha atribuido la variabilidad en la biomasa y densidad bacteriana a
la resuspension de la materia organica particulada previamente sedimentada al fondo del lago (Collins,
1977; Burns y Ross, 1972). Por lo que en época de mezcla de la columna de agua en el lago se puede
producir una resuspension del sedimento fino del fondo, contribuyendo a un aumento en la densidad y

biomasa bacteriana.
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9. Conclusiones

Los resultados y las referencias citadas indican que la densidad y biomasa bacteriana presentes
en la superficie del sedimento de la region mas profunda del lago Alchichica presentaron variaciones.
Estas variaciones diferenciaron a los meses de mezcla y estratificacion temprana con los meses de
estratificacion bien establecida y tardia del lago. Por lo que se demuestra la hipotesis nula (Hp): “A lo
largo del ciclo anual se registrardn cambios en la densidad y biomasa bacteriana en la capa superficial

del sedimento de Alchichica asociados a los eventos de estratificacion y mezcla”

Las variaciones en densidad y biomasa bacteriana fueron debidas principalmente a la
disponibilidad del oxigeno disuelto en el entorno ambiental bacteriano. De la misma manera, el
potencial REDOX, el cual esté ligado a la concentracion de oxigeno disuelto se relacioné de manera
directa con la densidad y biomasa bacteriana.

La variabilidad en densidad y biomasa bacteriana también estuvo relacionada, de manera
directa, con el flujo de carbono hacia el fondo del lago. Esta influencia contrasté con la relacion
inversa observada y comprobada en la cantidad de carbono sedimentada en la superficie del sedimento.
Esta relacion inversa pudo significar una mayor oxidacion de la materia organica sedimentada al
existir un aporte de carbono recién formado (florecimiento de fitoplacton), la oxigenacion del fondo y
una mayor densidad bacteriana. Por lo que la relacion del carbono organico en los sedimentos con la

densidad y biomasa bacteriana debe tomarse con reservas.

Las correlaciones encontradas entre la densidad y biomasa bacteriana con varios factores
ambientales (la disponibilidad de oxigeno disuelto, el potencial REDOX, la materia organica en el
sedimento y el flujo de la misma hacia el fondo) permiten afirmar la hipétesis alternativa (H,). Esta
hipotesis afirma que: “La variacion de los factores ambientales (carbono organico particulado, materia
orgéanica, potencial REDOX, concentracion de clorofila-a en el sedimento y concentracion de oxigeno
disuelto) explicaran la variabilidad de la densidad y biomasa bacteriana en la capa superficial del

sedimento de Alchichica”.
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Promedios de densidad bacteriana (x

Anexo |

ymuestreo.
Campos Cocos Bacilos Filamentos Total

Muestreo  Réplica  Preparacion
contados x = 95% x + 95% x = 95% x + 95%
1 28 326 * 0.60 080 + 0.32 040 =+ 0.17 446 + 084
1 3 20 376 = 0.73 202 = 0.70 025 + 0.18 6.03 + 115
Promedio 24 347 + 046 131 =+ 0.38 033 + 0.12 511 + 071
1 18 401 + 0.79 247 £ 082 079 + 031 726 + 123
29008 2 19 49 =+ 111 122 =+ 045 0.16 + 0.16 634 + 131
? 3 20 3.73 £+ 087 179 =+ 061 025 =+ 0.14 576 + 130
Promedio 20 423 + 055 181 =+ 0.38 039 = 014 643 + 0.75
Promedio 21 388 + 037 158 + 0.28 036 + 0.09 583 + 053
1 19 365 + 074 227 £ 090 050 + 0.8 642 + 092
2 20 376 £ 0.57 225 = 034 048 =+ 0.20 649 + 0.83
! 3 18 459 + 0.62 175 + 054 050 + 0.16 6.83 + 073
Promedio 19 398 + 0.38 210 *= 0.36 049 =+ 0.10 6.57 + 0.52
sep-08 1 17 515 *= 0.67 185 = 049 040 =+ 0.13 740 + 084
2 17 419 + 058 243 = 043 058 + 0.24 720 = 1.02
? 3 17 515 *= 0.78 170 = 057 044 =+ 0.18 729 + 0.87
Promedio 17 483 + 040 199 =+ 0.30 047 =+ 011 729 + 052
Promedio 18 438 + 0.29 205 = 024 048 = 0.08 691 =+ 0.37
1 18 419 + 071 245 = 052 058 =+ 0.19 723 + 114
2 14 500 + 071 328 + 072 084 + 0.27 911 =+ 0.88
! 3 17 528 + 0.48 199 <+ 040 029 + 0.14 756 + 0.52
Promedio 16 480 =+ 0.39 253 = 034 055 =+ 0.13 788 + 0.56
oct-08 1 23 444 = 041 103 = 031 009 = 0.09 556 + 0.54
2 24 371 £+ 040 135 =+ 0.30 027 *= 0.13 533 + 058
? 3 23 334 + 051 208 + 048 017 + 0.09 559 + 0.83
Promedio 23 383 = 027 148 =+ 0.23 0.18 =+ 0.06 549 + 0.38
Promedio 20 423 + 024 191 + 022 033 + 0.07 647 + 038
1 15 561 = 055 259 = 049 045 = 019 865 <+ 0.67
2 28 289 + 0.59 153 =+ 0.28 0.08 =+ 0.06 450 =+ 0.76
' 3 11 826 + 1.06 3.03 + 054 036 + 0.8 1166 + 0.99
nov-08 Promedio 18 474 = 0.70 213 =+ 0.28 024 + 0.08 711 + 091
1 12 652 + 071 342 + 055 105 + 0.29 1099 + 112
2 2 15 551 + 0.83 279 = 064 078 = 0.35 9.08 + 128
3 16 478 =+ 046 283 = 0.59 079 + 0.9 840 + 087

: x10° cél cm™ de sedimento) calculados por preparacion, réplica
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Promedio 14 552 + 044 298 + 0.35 086 =+ 0.16 936 =+ 0.70

Promedio 16 509 = 044 251 + 024 051 = 011 811 =+ 0.3
1 20 357 = 050 251 + 0.38 026 =+ 013 635 + 0.71

2 22 403 + 0.96 171 = 0.27 017 + 0.10 591 + 1.04

! 3 16 470 + 0.83 324 = 071 015 =+ 0.10 809 =+ 137
Promedio 19 406 * 053 241 + 0.30 020 = 0.06 6.66 =+ 0.63

1 22 342 = 1.02 227 + 045 0.04 =+ 0.06 573 + 111

2 26 315 = 041 168 =+ 0.33 004 = 0.04 487 + 057

? 3 25 3.00 + 046 186 =+ 0.29 012 + 0.08 498 + 065
Promedio 24 318 = 037 192 £+ 021 0.07 = 0.04 517 + 045

dic-08 1 26 281 = 059 187 =+ 0.39 017 = 0.10 485 =+ 0.82
2 27 296 = 0.67 161 =+ 0.36 005 =+ 0.04 461 =+ 091

3 3 26 226 + 048 168 =+ 0.28 015 + 0.08 410 =+ 064
Promedio 26 268 + 053 172 = 0.20 012 + 0.05 452 + 046

1 29 232 = 044 207 = 032 0.02 = 0.03 441 + 046

2 21 257 + 038 326 + 047 004 + 0.05 587 + 0.58

! 3 22 230 = 051 347 = 0.80 0.06 = 0.05 583 =+ 0.77
Promedio 24 238 + 026 285 + 034 0.04 =+ 0.02 527 + 0.38

Promedio 24 3.02 = 019 220 = 0.14 010 = 0.02 532 + 025
1 9 729 = 135 592 + 0.89 068 = 0.30 1390 + 1.75

2 20 356 + 061 267 + 041 0.08 + 0.06 6.30 + 0.79

! 3 17 297 = 058 439 + 0.95 009 = 0.07 745 + 133
Promedio 15 407 * 0.63 394 + 0.56 020 = 0.10 821 =+ 1.07

1 11 630 + 145 510 + 0.65 028 + 0.10 1168 + 138

2 10 570 = 101 6.75 + 1.30 052 = 022 1297 + 208

? 3 13 318 + 051 6.16 + 0.99 012 + 011 946 + 1.28
Promedio 11 493 + 0.74 599 + 0.60 029 = 0.10 1121 + 1.01

ene-09 1 13 711 + 087 256 + 0.46 036 =+ 017 10.03 + 1.02
2 10 6.44 + 114 6.63 + 1.09 031 + 0.16 1338 + 182

3 3 10 484 =+ 114 814 + 138 022 + 024 1319 * 202
Promedio 11 6.22 + 0.66 548 + 1.00 030 + 011 1200 + 104

1 11 3.70 = 057 776 + 194 020 = 0.09 1166 =+ 218

2 12 272 = 051 763 + 148 023 + 017 1058 + 1.82

¢ 3 13 299 = 050 6.83 + 1.38 036 =*= 015 10.17 + 181
Promedio 12 312 + 032 738 + 0.90 027 = 0.08 1076 * 1.10

Promedio 12 451 + 035 558 + 043 026 = 0.05 10.35 + 0.58
1 17 426 = 091 3.06 =+ 0.60 038 = 017 770 = 134

2 15 249 + 048 551 + 0.85 025 + 013 824 + 120

! 3 12 321 = 0.68 699 + 1.19 018 = 014 10.38 + 1.66
feb-09 Promedio 15 337 + 048 497 =+ 068 028 + 0.09 862 + 0.85
1 7 6.47 + 087 1127 + 159 0.44 + 0.18 1818 + 223

? 2 8 582 = 065 986 =+ 0.83 012 + 011 1579 * 134
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3 7 6.16 =+ 142 1136 + 1.18 022 = 011 1774 + 221

Promedio 7 6.14 = 056 1079 + 0.73 025 = 0.09 1717 £+ 115

1 9 818 =+ 126 531 + 140 058 =+ 043 14.07 + 252

2 9 418 + 048 1010 + 1.66 041 = 023 1469 + 139

: 3 7 489 + 122 1334 + 1.73 009 =+ 017 1832 + 254
Promedio 8 582 = 092 9.28 + 157 038 =+ 0.19 1548 =+ 1.40

1 9 449 + 0.46 890 <+ 1.60 038 =+ 017 13.77 + 1.76

2 11 3.78 = 0.72 790 = 164 036 £ 0.07 12.05 + 215

) 3 11 398 + 113 787 + 200 042 = 020 1227 = 277
Promedio 10 406 + 0.49 818 + 1.01 039 £ 0.09 1263 + 1.33
Promedio 10 454 + 0.36 772 + 0.63 032 = 0.06 1259 + 0.82
1 10 324 = 0.70 891 <+ 213 018 =+ 0.13 1233 + 253

2 8 520 =+ 180 9.71 + 236 081 =+ 048 1572 £+ 371

' 3 6 467 + 1.03 1567 + 0.83 031 = 022 2065 * 1.32
Promedio 8 425 + 0.77 10.86 + 1.63 042 =+ 021 1554 =+ 2.08

1 9 35 = 0.75 1092 + 212 024 = 013 1472 * 2.64

2 13 294 = 035 650 =+ 0.74 012 =+ 0.08 955 + 0.90

? 3 7 453 + 087 1440 =+ 344 013 =+ 018 19.06 * 3.77
Promedio 10 352 = 041 978 =+ 159 016 = 0.07 1345 + 1.89

mar-09 1 16 164 + 032 595 =+ 101 0.13 * 0.08 772 + 1.05
2 16 193 + 031 586 =+ 071 031 = 018 809 =+ 099

: 3 17 221 = 034 508 =+ 061 029 £ 0.10 758 + 0.75
Promedio 16 193 £ 0.19 562 + 0.46 025 =+ 0.07 779 £ 053

1 7 506 =+ 0.70 1422 + 174 026 = 021 1955 + 131

2 8 505 = 0.78 11.02 +* 0.99 050 =+ 0.30 1656 =+ 1.13

) 3 8 462 + 038 1233 + 203 039 = 025 1734 + 189
Promedio 8 490 + 0.36 1245 =+ 1.05 039 £ 015 17.74 + 0.97
Promedio 10 329 += 029 885 + 0.73 029 =+ 0.06 1242 + 095
1 6 6.37 + 139 1459 + 159 098 =+ 059 2193 + 216

2 6 652 = 1.20 1469 =+ 111 072 = 0.30 2193 *= 1.96

. 3 6 735 + 238 13.00 + 1.86 051 = 020 20.85 * 355
Promedio 6 6.75 %= 0.96 1409 =+ 0.92 074 =+ 0.23 2157 + 146

1 8 555 + 0.86 944 + 153 065 = 035 1564 + 203

2 8 539 *= 142 1032 + 207 031 £ 0.20 16.03 + 201

? 3 10 481 =+ 0.88 860 =+ 144 040 == 026 1381 =+ 197
2r-09 Promedio 9 522 + 060 939 + 097 045 = 0.16 1505 + 118
1 8 470 += 081 11.09 * 174 065 = 035 1645 =+ 216

2 11 328 = 066 807 =+ 144 025 =+ 018 1160 + 192

: 3 10 382 =+ 087 814 <+ 203 062 %= 035 1257 + 2.28
Promedio 10 386 =+ 048 893 + 1.09 049 =+ 018 1327 + 140

1 6 580 + 244 1325 + 202 057 = 036 1962 + 331

) 2 6 735 = 095 1387 =+ 178 046 == 021 2168 * 225
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3 8 6.28 + 084 1067 * 159 077 = 0.26 1772 £ 143

Promedio 7 6.46 + 0.85 1240 =+ 117 062 + 0.16 1948 + 145

Promedio 8 536 + 041 10.80 * 0.67 055 + 0.09 16.71 + 095
1 8 493 + 101 1063 + 1.79 054 + 027 16.10 + 258

2 10 539 = 0.78 774 + 126 037 = 015 1350 + 1.56

. 3 9 466 =+ 0.77 1027 = 235 045 = 0.20 1538 + 266
Promedio 9 501 =+ 049 944 + 113 045 =+ 012 1490 + 1.32

1 7 660 = 0.90 1043 + 1.88 097 = 028 18.01 =+ 218

2 12 408 + 081 6.24 + 116 015 + 0.09 1048 + 128

? 3 11 325 = 0.65 826 + 1.80 020 = 017 1171 = 227
Promedio 10 437 + 0.64 796 + 1.06 036 =+ 0.15 1269 =+ 152

may-09 1 9 435 + 0.55 10.58 + 1.33 048 =+ 0.20 1541 =+ 1.09
2 13 344 + 058 583 + 124 038 = 017 9.65 =+ 1.65

3 3 14 348 + 094 566 + 0.97 037 + 014 951 + 176
Promedio 12 368 *= 045 695 + 0.95 040 =+ 0.10 11.03 + 1.25

1 8 528 + 125 9.78 + 1.80 046 =+ 0.23 1552 + 265

2 9 538 =+ 097 798 + 204 045 =+ 027 13.80 + 2.20

) 3 12 416 =+ 0.76 6.45 + 0.98 033 = 017 1094 =+ 137
Promedio 10 48 + 0.57 784 + 1.00 040 =+ 0.12 13.09 * 131

Promedio 10 442 + 0.28 796 + 0.53 040 =+ 0.06 1278 = 071
1 9 592 + 068 894 + 119 017 + 015 1503 + 1.29

2 9 6.37 = 1.00 743 + 115 031 = 017 1411 + 1.85

. 3 11 420 * 048 737 + 0.88 034 =+ 015 1191 + 0.90
Promedio 10 541 + 054 787 + 0.65 028 + 0.09 1356 + 0.90

1 7 960 =+ 057 797 + 3.02 044 =+ 018 18.01 * 274

2 9 671 + 129 6.71 + 0.69 041 =+ 027 1383 + 138

? 3 7 832 = 139 894 + 116 062 *= 0.26 1787 + 1.20
Promedio 8 8.08 + 082 777+ 1.04 048 =+ 0.14 1633 + 131

jun-09 1 7 973 + 151 1057 + 185 048 + 032 20.78 = 2.05
2 6 976 + 166 1130 = 234 051 + 034 2157 = 3.68

3 3 8 844 + 125 8.05 + 277 065 + 033 1714 + 356
Promedio 7 925 = 084 982 + 146 056 =+ 0.18 19.62 + 1.95

1 11 378 + 059 703 + 097 048 + 0.26 1129 + 144

2 13 337 = 082 652 + 1.25 033 = 0.20 10.22 = 2.02

) 3 8 740 = 0091 743 + 182 073 = 034 1556 =+ 247
Promedio 11 452 + 073 692 + 074 048 + 0.15 1192 + 134

Promedio 9 6.49 + 051 795 + 0.50 044 =+ 007 1488 =+ 0.87
1 7 881 + 239 894 + 292 057 + 028 1832 + 525

2 8 6.74 = 121 1029 + 184 077 = 032 1780 + 231

jul-09 . 3 10 6.01 + 125 730 + 0.99 040 =+ 0.26 1371 = 201
Promedio 8 703 + 099 872 + 115 057 + 017 1631 + 194

2 1 8 562 = 119 952 + 1.86 046 =+ 028 1560 * 257
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2 8 713 = 097 817 + 159 023 = 015 1552 + 1.63

3 8 6.86 = 101 990 + 1.01 023 = 019 16.99 + 121

Promedio 8 6.54 = 064 919 + 0.90 031 = 013 16.04 =+ 1.08

1 13 372 = 057 595 + 119 024 = 017 991 + 162

2 15 279 = 051 544 + 1.04 012 =+ 0.08 836 + 0.93

: 3 14 326 = 073 579 + 0.90 018 =+ 0.10 922 + 126
Promedio 14 324 = 036 572 + 0.59 018 =+ 0.07 913 + 0.74

1 10 401 + 143 832 + 173 028 * 025 12.60 =+ 3.07

2 13 251 = 042 709 + 125 026 = 018 986 =+ 122

! 3 12 408 + 0.65 6.14 = 071 044 =+ 025 10.66 =+ 1.24
Promedio 12 348 = 054 711 + 0.76 033 = 013 1092 + 110
Promedio 11 468 + 042 736 = 047 032 %= 0.06 12.37 + 0.80
1 11 594 + 048 555 + 1.20 042 = 019 1191 + 147

2 10 758 = 0.78 521 + 0.78 037 = 023 1316 + 1.30

! 3 9 740 *= 113 6.40 = 124 038 =+ 013 1418 + 1.48
Promedio 10 692 =+ 052 569 + 064 039 = 011 13.01 + 0.86

1 9 815 = 084 572 + 114 021 =+ 014 14.07 + 1.52

2 10 6.69 == 087 564 + 0.83 028 = 021 1260 =+ 1.27

? 3 11 692 = 0.77 493 + 1.04 006 = 0.07 1191 + 149
Promedio 10 721 = 051 540 <+ 0.58 0.17 £ 0.09 1279 + 0.86

ago-09 1 7 986 =+ 168 859 + 289 022 = 011 18.67 + 4.42
2 9 757 %= 0.96 750 = 136 014 £ 015 1520 =+ 1.38

: 3 11 499 + 047 6.72 + 0.96 022 = 0.09 1194 + 0098
Promedio 9 711 + 093 746 + 0.96 019 =+ 0.07 1477 + 161

1 13 597 = 077 401 =+ 077 0.07 = 0.10 10.05 * 1.20

2 10 746 = 124 6.01 + 129 018 =+ 013 1365 + 1.82

! 3 10 752 = 137 6.56 =+ 132 012 =+ 0.10 1421 + 258
Promedio 11 6.89 = 067 539 + 0.73 012 =+ 0.06 1240 + 122
Promedio 10 703 = 033 594 + 0.39 022 %= 0.05 13.18 + 0.59
1 12 568 = 0.74 449 =+ 058 021 = 020 1038 + 0.80

2 11 591 + 064 516 + 0.79 017 = 013 1123 + 132

! 3 12 565 %= 0.66 452 + 0.61 015 £ 012 10.32 + 0.98
Promedio 12 574 = 039 471 + 038 018 =+ 0.09 10.63 + 0.60

1 14 537 = 0.79 348 + 0.59 015 £ 011 9.00 + 0.75

2 13 559 = 056 481 =+ 096 014 == 011 1055 + 1.26

sep-09 ? 3 12 6.27 = 1.09 49 + 131 0.08 =+ 0.08 1130 + 1.65
Promedio 13 572 = 048 438 + 058 013 = 0.06 1023 + 0.76

1 8 6.86 + 141 844 + 175 015 = 011 1545 + 279

2 10 524 * 0.86 733 = 120 012 *= 0.10 1270 + 1.80

: 3 10 767 = 140 564 + 0.99 031 = 018 1362 + 1.88
Promedio 9 6.57 = 0.79 704 + 084 020 = 0.08 1381 + 125

4 1 8 797 = 110 840 =+ 162 050 =+ 028 16.87 + 259
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2 8 797 = 173 751 + 176 023 + 019 1572 = 260

3 11 591 + 0.70 549 + 122 014 + 0.10 1154 + 143

Promedio 9 713 = 0.75 6.95 =+ 0.96 027 = 012 1436 * 149

Promedio 11 621 = 031 559 + 040 019 = 0.04 1198 + 0.59
1 28 215 = 0.28 248 + 048 0.08 =+ 0.05 470 + 0.68

2 22 277 = 028 284 + 0.52 010 = 0.07 572 + 0.66

' 3 18 336 =+ 052 342 + 049 019 + 0.10 697 + 064
Promedio 23 267 = 023 285 + 0.30 011 =+ 0.04 563 + 044

1 18 469 =+ 0.73 241 + 0.46 014 = 0.09 724 + 1.03

2 13 6.26 + 125 389 + 074 019 + 011 1034 + 126

? 3 18 406 + 0091 274 + 058 0.10 = 0.08 690 + 124
Promedio 16 487 + 0.58 292 + 037 014 = 0.05 794 + 0.78

oct-09 1 16 493 + 075 3.02 + 0.83 006 + 0.06 8.01 + 150
2 19 406 + 0.39 245 = 0.39 0.10 = 0.08 6.60 =+ 0.70

3 3 18 396 = 0.90 291 + 0.62 012 + 0.07 699 =+ 1.06
Promedio 18 429 + 041 278 + 0.36 009 + 0.04 716 + 0.64

1 22 310 = 048 252 + 051 013 =+ 0.09 574 + 059

2 22 375 = 065 177 = 034 010 = 0.07 562 + 0.77

) 3 18 416 + 1.03 267 + 034 010 + 0.08 693 + 117
Promedio 21 364 = 042 230 = 0.26 011 =+ 0.05 6.04 + 049

Promedio 19 376 = 0.23 270 = 0.16 011 =+ 0.02 658 =+ 031
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Promedios de biomasa bacteriana (%: ug C cm™) calculados por preparacion, réplica y muestreo.

Anexo 2

Cocos Bacilos Filamentos Total
Muestreo  Réplica  Preparacion
n ¥ o+ 95% n x +  95% n ¥ *+ 9% n x +  95%
1 1 20 3740 ¥ 1615 20 1760 * 362 20 1648 * 595 60 11139 * 2711
3 20 7022 * 1863 20 3824 * 1059 20 1348 * 677 60 18532 ¥ 61.79
Promedio 20 5228 ¥ 1004 20 2675 * 451 20 1607 ¥ 520 60 14245 * 3046
ago-08 2 1 20 4480 * 918 20 2752 * 765 20 1749 * 738 60 10779 * 2585
2 20 5653 * 1137 20 1801 * 275 20 362 *  1.09 60 10258 * 17.19
Promedio 20 4772 ¥ 644 20 2351 * 359 20 867 * 22 60 9971 * 1434
Promedio 20 5115 ¥ 651 20 2642 * 338 20 1281 ¥ 317 60  126.38 ¥ 651
1 1 20 4013 * 1543 20 2813 * 623 20 2323 ¥ 1215 60  149.01 * 57.98
2 20 51.89 ¥ 1589 20 3236 * 1621 20 1282 *¥ 370 60 11898 * 26.18
3 20 5134 ¥ 889 20 3404 * 987 20 1415 ¥ 328 60 13475 * 2344
Promedio 20 4780 ¥ 709 20 3235 * 676 20 1665 * 437 60 13426 ¥ 22.89
sep-08 2 1 20 6058 * 28093 20 2672 * o971 20 11.03 ¥ 290 60  132.84 * 26.26
2 22 8799 * 2353 31 3944 * 38 7 1055 ¥ 158 60  131.08 * 1001
3 25 9441 * 4190 38 2457 * 408 8 669 T 225 71 11591 * 23.16
Promedio 22 8331 * 1790 30 3003 * 389 12 1082 * 221 64 12600 * 1341
Promedio 21 6474 * 951 25 3115 * 356 16 1439 ¥ 286 62 13000 ¥ 951
1 1 42 7037 * 1080 33 5162 * 1518 6 712 T 203 81 13146 * 2519
2 47 63.14 * 1286 40 4348 * 1026 4 2349 * 1546 91 12383 * 19.39
3 54 66.78 * 1130 51 3067 * 947 10 476 * 146 115 10730 ¥ 17.95
Promedio 48 6652 ¥ 858 41 4099 * 703 7 968 * 272 9% 11924 * 1211
oct-08 2 1 34 4676 * 1566 54 1846 * 495 4 303 T 209 92 87.89 ¥ 17.77
2 46 60.25 * 1310 45 1725 * 313 1 976 * 674 102 89.90 * 1848
3 45 5154 * 1566 38 3642 * 1206 3 48 * 421 86 9389 * 20.28
Promedio 42 5511 ¥ 854 46 2392 * 387 6 613 T 290 93 9059 ¥ 10.86
Promedio 45 5065 ¥ 596 44 3094 * 363 6 845 * 279 95 10234 * 596
1 1 68 5984 * 1829 66 3656 * 745 5 2808 ¥ 3359 139 12247 * 2855
2 43 3543 ¥ 944 50 1839 * 319 2 114 T 094 95 5482 * 828
3 63 7490 * 939 55 348 * 679 7 1390 ¥ 1194 125 13720 ¥ 27.40
Promedio 58 49068 ¥ 553 57 2697 * 311 5 1040 ¥ 732 120 91.05 ¥ 1133
nov-08 2 1 47 5195 ¥ 2456 71 5880 * 1108 14 3401 * 1670 132 17060 * 30.11
2 33 7329 * 2073 61 5921 * 1097 12 2367 ¥ 445 106 17954 * 2533
3 45 4912 ¥ 710 44 4483 *T 800 13 2547 * 1088 102 12998 * 2155
Promedio 42 5635 ¥ 727 59 5441 * 606 13 2724 £ 631 113 15756 * 1483
Promedio 50 5272 ¥ 444 58 3885 ¥ 323 9 1789 * 495 117 11970 ¥ 444
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1 1 43 41.11 913 48 2267 2.41 5 325 1.12 96 65.46 6.36

2 35 4926 ¥ 1030 41 2101 * 444 3 430 * 512 79 7544 * 1223

3 34 6739 ¥ 1693 41 4920 * 1134 4 58 * 374 79 12925 £ 2294

Promedio 37 5108 ¥ 620 43 2890 * 355 4 475 * 233 85 8552 ¥ 701

2 1 61 4343 ¥ 993 52 3498 * 625 1 03 ¥ 0 114 7967 ¥ 934

2 58 4230 ¥ 916 51 2739 * 838 2 075 ¥ 019 111 7241 £ 1339

3 46 2032 ¥ 512 23 2003 * 480 2 260 * 320 71 5200 ¥ 769

Promedio 55 3860 ¥ 426 42 2864 * 456 2 127 *¥ o066 99 6942 ¥ 658

dic-08 3 1 53 2545 * 554 42 2954 * 715 8 367 T 219 103 6212 * 1079
2 34 2421 ¥ 583 31 1455 * 265 2 270 *¥ 330 67 4658 ¥ 1322

3 36 2124 ¥ 527 46 2028 * 428 9 1033 * 1162 91 6739 ¥ 3295

Promedio 41 2380 ¥ 321 40 2164 * 305 6 572 T 445 87 6049 ¥ 13.70

4 1 31 2019 ¥ 395 39 1861 * 301 1 026 ¥ 0 71 3929 £ 449

2 41 2521 438 49 3496 * 1037 0 000 % 0 90 6054 * 11.10

3 40 2462 ¥ 715 56 4716 * 923 3 125 ¥ 108 99 7391 ¥ 1197

Promedio 37 2344 * 318 48 3234 * 446 1 076 * 056 87 5708 ¥ 564

Promedio 43 3306 ¥ 209 43 2788 * 201 3 346 ¥ 184 89 6728 ¥ 209
1 1 63 8328 * 1422 71 9262 * 1266 9 1162 * 488 143 19270 ¥ 2181

2 57 3327 ¥ 694 32 2440 * 698 1 o077 * 0 90 5851 ¥  9.69

3 56 3027 ¥ 461 36 528 * 1398 1 1012 % 0 93 9733 ¥ 3347

Promedio 59 4217 ¥ 470 46 5205 * 611 4 68 T 707 109 10160 ¥ 1252

2 1 58 6526 ¥ 1773 57 7460 * 12097 13 511 ¥ 111 128 15254 ¥ 17.74

2 51 56.19 * 16,04 55 12776 * 3207 5 813 * 2096 111 18952 *  36.43

3 54 3577 ¥ 484 50 8757 * 1231 7 192 * 050 111 12202 ¥ 1160

Promedio 54 5176 ¥ 591 54 9562 * 1175 8 497 * 075 117 15135 ¥ 1254

ene-09 3 1 64 5797 * 1077 31 4408 * 1284 5 1435 ¥ 726 100 12607 * 2460
2 64 5578 ¥ 975 37 11592 * 6560 10 1384 *  6.03 111 19891 ¥ 56.70

3 53 3634 ¥ 58 24 9259 * 2542 3 926 * 665 80 131.89 ¥ 2830

Promedio 60 5065 ¥ 476 31 8665 * 2410 6 1295 *¥ 377 97 15291 ¥ 23.09

4 1 66 3477 ¥ 503 87 9276 * 1362 1 255 * 0 154 12664 T 14.49

2 94 2483 ¥ 371 57 7955 * 957 7 780 * 388 158 11304 * 1476

3 60 3892 ¥ 767 80 8535 * 1177 7 962 ¥ 576 147 13639 ¥ 16.79

Promedio 73 32010 * 331 75 879 * 719 5 776 T 287 153 12502 * 8.9

Promedio 62 4432 £ 240 51 7697 * 546 6 757 T 186 119 12920 ¥ 240
1 1 74 4325 ¥ 508 62 3752 * 457 4 1267 ¥ 937 140 9045 * 10.39

2 89 2163 ¥ 296 64 6089 * 981 5 852 f 342 158 8629 ¥ 1047

3 60 2046 ¥ 541 74 10434 * 1678 5 523 ¥ 125 139 13446 ¥ 17.01

feb-09 Promedio 74 3137 * 276 67 6387 * 581 5 903 ¥ 231 146 10054 *  7.08
2 1 102 5592 * 1244 70 13452 * 2326 8 3069 * 2502 180 22976 ¥ 57.70

2 130 5138 * 1118 77 11230 * 1507 7 431 * 351 214 16874 * 2721

3 122 5363 ¥ 603 51 11812 * 1593 5 423 * 223 178 16825 ¥ 1531

Promedio 118 5358 ¥ 528 66 12217 * 1086 7 1153 ¥ 653 191 18762 ¥ 2096
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3 1 74 10136 743 84 12153 22.16 6 14.29 1.60 164  256.35 34.33
2 93 3031 ¥ 380 53 10418 * 2060 3 1224 ¥ 151 149 12921 * 1564

3 107 3693 ¥ 396 62 13661 * 1885 5 156 ¥ 061 174 16126 * 14.40

Promedio 91 5096 ¥ 422 66 14483 * 19.29 5 88 * 139 162 18535 * 1558

4 1 87 3386 ¥ 550 38 9351 * 1686 6 1403 * 1067 131 13442 ¥ 2652
2 80 2670 ¥ 464 33 8755 * 1487 6 943 T 219 119 10991 * 1528

3 77 2848 ¥ 521 40 9214 % 2050 6 1211 * 673 123 11894 ¥ 1985

Promedio 81 2047 ¥ 310 37 9088 * 1033 6 1188 ¥ 411 124 12040 * 11.99
Promedio 91 3876 ¥ 187 59 9977 * 590 6 1099 *¥ 280 156 13962 ¥ 187
1 1 46 1819 ¥ 350 32 7280 * 1480 5 522 * 239 83 9822 ¥ 19.04
2 99 4142 * 563 56 13066 * 1894 8 2311 * 648 163 170.74 * 1957

3 83 3874 ¥ 476 57 18609 * 3033 4 1236 * 906 144 21873 ¥ 3047

Promedio 76 3234 ¥ 268 48 12679 * 1272 6 1321 *¥ 353 130 15766 ¥ 12.86

2 1 68 3185 ¥ 455 51 15659 * 3046 1 378 % 0 120 16625 * 2355
2 53 2700 ¥ 375 70 7934 * 1335 4 387 ¥ 191 127 11077 ¥ 14.36

3 80 5861 ¥ 953 78 21359 * 40.30 5 469 * 232 163 27700 * 3528

Promedio 67 3725 ¥ 387 66 13478 * 1464 3 516 ¥ 173 137 17050 ¥ 1341

mar-09 3 1 31 1018 ¥ 166 43 9529 T 3213 11 446 T 099 85 11310 ¥ 2625
2 103 1616 ¥ 195 75 8411 * 1485 15 1057 ¥ 225 193 10293 ¥ 1279

3 46 1754 ¥ 329 35 4890 * 916 3 924 ¥ 23 84 7195 ¥ 1114

Promedio 60 1525 ¥ 139 51 7720 % 1138 10 823 * 114 121 96.83 ¥ 951

4 1 55 4293 ¥ 516 57 15734 * 3820 3 521 ¥ 135 115 19653 ¥ 29091
2 62 4131 ¥ 514 25 14363 * 36.79 6 831 * 300 93 166.19 * 2147

3 30 4143 * 1019 48 199.18 * 4395 5 1431 *  6.68 83 25693 * 4827

Promedio 49 4146 ¥ 394 43 16586 * 2374 5 956 * 316 97 202.36 ¥ 19.60
Promedio 63 2842 ¥ 140 52 11669 * 741 6 887 ¥ 103 121 14510 ¥ 1.40
1 1 59 5828 ¥ 813 54 15304 * 1635 8 3176 ¥ 1015 121 24773 £ 3074
2 70 6761 ¥ 833 51 19073 * 3022 8 2173 ¥ 365 129 27704 * 3006

3 52 66.19 ¥ 963 52 21531 * 3570 3 959 * 443 107 27016 ¥ 3454

Promedio 60 6463 ¥ 480 52 18760 * 1759 6 2162 ¥ 390 119 26482 * 1829

2 1 64 4363 ¥ 724 33 10748 * 1775 8 1547 * 319 105  159.10 * 1956
2 47 4568 ¥ 704 40 12709 * 2541 6 605 T 144 93 17373 ¥ 2253

3 50 4695 ¥ 709 45 9960 * 1544 6 603 T 213 101 15036 * 15.83

abr-09 Promedio 54 4502 ¥ 390 39 11054 * 1120 7 894 T 14 100 15991 * 10.98
3 1 46 4778 ¥ 628 41 12761 * 1684 9 1413 * 445 9 19422 * 3025
2 44 2255 ¥ 438 41 11543 * 2757 8 506 T 122 93 13094 ¥ 22,05

3 49 3188 ¥ 753 43 9531 * 1389 5 1604 ¥ 662 97 135.14 * 1951

Promedio 46 3272 ¥ 500 42 11154 % 1220 7 1078 ¥ 195 95 14971 * 1351

4 1 56 3859 ¥ 601 39 13606 * 3088 12 1419 * 588 107 19699 * 36.24
2 57 4798 * 760 37 21232 * 6253 13 867 * 154 107 23959 * 41.83

3 67 4193 ¥ 677 41 12976 * 17.46 13 1723 * 363 121 18112 ¥ 2287

Promedio 60 4276 ¥ 393 39 15537 * 2167 13 1356 ¥ 235 112 20313 *¥ 18.90
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Promedio 55 4452 228 43 13597 7.51 8 12.72 1.19 106  186.85 2.28
1 1 89 4356 * 893 59 15104 * 1528 8 1182 * 274 156 18578 * 16.88

2 53 5059 ¥ 977 51 10864 * 1567 7 646 T 191 111 16244 T 1879

3 37 3948 ¥ 627 58 11843 * 1326 6 1112 ¥ 652 101 17236 ¥ 2154

Promedio 60 4471 ¥ 418 56 12491 * 874 7 949 T 214 123 17275 ¥ 1074

2 1 75 5911 ¥ 927 48 13058 * 1528 8 1973 * 787 131 19725 ¥ 20.70

2 56 396 ¥ 573 38 6452 * 721 8 275 ¥ 075 102 10570 ¥ 11.06

3 44 2313 ¥ 443 54 7685 * 1124 3 325 * 103 101 10030 ¥ 11.75

Promedio 58 3687 ¥ 350 47 8505 * 652 6 673 T 142 111 12645 *¥ 811

may-09 3 1 65 3129 ¥ 811 32 8961 * 1189 9 1021 ¥ 250 106 13524 ¥ 16.72
2 56 3063 ¥ 641 40 7138 * 1452 6 1181 * 808 102 11119 £ 2003

3 63 2701 ¥ 401 48 5944 * 788 6 1155 ¥ 671 117 9581 ¥ 1425

Promedio 61 2013 ¥ 284 40 7327 * 742 7 1080 *¥ 323 108 11152 ¥ 1017

4 1 52 3886 ¥ 414 44 11135 * 2229 14 1029 * 317 110 16870 * 2482

2 64 3519 ¥ 422 32 7174 % 1145 5 616 ¥ 068 101 10601 ¥ 1048

3 61 3749 ¥ 1090 36 10072 * 3459 7 762 T 135 104 13380 ¥ 27.79

Promedio 59 3700 ¥ 484 37 9459 * 1590 9 840 * 162 105 13479 ¥ 13.80

Promedio 60 3637 ¥ 189 45 9340 * 483 7 88L * 109 112 13456 ¥  1.89
1 1 51 3857 ¥ 759 51 8050 * 9.99 9 306 T 217 111 12896 ¥ 2013

2 40 4376 ¥ 816 53 6092 * 741 7 720 ¥ 2096 100 12313 ¥ 1766

3 21 3716 ¥ 1238 55 6831 * 1289 4 710 ¥ 344 80 11611 *  19.01

Promedio 37 3828 ¥ 480 53 6952 * 612 7 565 T 186 97 12139 ¥ 1083

2 1 63 6777 ¥ 946 29 7318 * 1419 15 878 * 226 107 17004 * 2332

2 56 4117 * 661 37 5855 * 908 11 815 * 216 104 11767 T  16.44

3 79 5536 ¥ 726 25 9810 * 1878 16 1046 * 240 120 15962 ¥ 19.48

Promedio 66 5362 * 428 30 7375 * 767 14 906 T 130 110 14639 * 11.19

jun-09 3 1 80 4924 ¥ 816 28 14769 * 3913 13 994 * 283 121 18254 ¥ 3046
2 49 5213 ¥ 818 28 11485 * 3375 18 1561 * 490 95 24826 £ 5065

3 60 5042 ¥ 983 25 8033 * 17.93 14 1322 ¥ 372 99 16532 ¥ 2535

Promedio 63 5328 ¥ 452 27 11216 * 17.74 15 1359 * 261 105 19378 ¥ 2181

4 1 57 308 ¥ 873 37 8345 * 2928 12 1339 * 587 106 13225 ¥ 27.34

2 46 3016 ¥ 777 45 7655 * 16.02 12 637 ¥ 124 103 12836 ¥ 16.42

3 57 5344 * 748 26 9016 ¥ 1520 4 1709 * 971 87 146.77 ¥ 20.40

Promedio 53 3086 ¥ 432 36 8224 * 1252 9 1137 ¥ 282 99 13518 ¥ 1321

Promedio 55 4537 ¥ 233 37 8106 * 529 11 964 * 105 103 14529 ¥ 233
1 1 37 6138 ¥ 1041 56 11228 * 1428 12 840 * 191 105 19841 ¥ 21.79

2 44 4240 ¥ 797 45 18585 * 6879 8 1267 ¥ 356 97 22410 ¥ 59.70

3 43 4678 ¥ 1168 60 8320 * 964 5 691 * 299 108 14024 * 1631

jul-09 Promedio 41 4926 ¥ 632 54 11910 * 17.80 8 893 * 144 103 18221 ¥ 1956
2 1 63 3413 * 682 44 13887 * 2313 3 1590 ¥ 6.78 110 15993 ¥ 2411

2 50 6140 ¥ 864 59 8577 * 8.9 9 391 * 143 118 15823 ¥ 14.34

3 57 4576 ¥ 825 40 7432 % 929 5 368 ¥ 194 102 12661 ¥ 1580
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Promedio 57 45.88 404 48 10043 9.13 6 6.07 1.72 110  150.20 11.03

3 1 32 2345 ¥ 653 68 5153 * 457 7 428 * 375 107 8491 * 1247
2 28 2007 ¥ 491 8 6175 * 557 6 242 * 140 120 90.18 ¥ 917

3 51 2384 * 349 74 6051 * 740 3 397 * 408 128 8750 ¥ 974

Promedio 37 2262 ¥ 246 76 5861 * 357 5 343 * 151 118 88.08 ¥  6.00

4 1 38 2367 ¥ 411 64 6163 * 592 10 519 * 0096 112 9969 * 1115
2 54 2033 ¥ 258 56 7022 t g2 6 427 T 166 116 9265 ¥ 850

3 39 2821 ¥ 509 66 5195 * 454 7 817 * 150 112 9127 ¥ 872

Promedio 44 2471 * 226 62 6072 * 369 8 590 * 078 113 9424 * 542
Promedio 45 3204 £ 170 60 7882 * 418 7 576 ¥ 073 111 11962 ¥ 170
1 1 50 4016 * 867 52 5520 * 681 9 744 * 211 111 10886 * 12.24
2 37 6010 ¥ 1106 49 5168 * 761 8 511 * 104 94 12461 ¥ 1354

3 53 4974 ¥ 718 47 518 * 655 5 817 * 332 105 11416 * 13.80

Promedio 47 4885 ¥ 469 49 5323 * 417 7 671 T 122 103 11539 * 763

2 1 58 5397 ¥ 630 44 4865 * 1039 5 449 T 126 107 11412 ¥ 1520
2 58 4060 ¥ 517 30 4037 * 525 9 472 * 127 97 9358 * 1158

3 60 4318 ¥ 608 54 4412 * 514 5 105 * 039 119 9519 ¥ 1001

Promedio 59 4551 ¥ 340 43 4527 * 431 6 327 ¥ 056 108 10054 *  6.99

ago-09 3 1 68 6429 ¥ 1120 53 8898 T 1890 10 361 T 083 131 16480 T 2114
2 38 5728 ¥ 859 55 6811 * 1179 16 241 * 051 109 14900 * 1829

3 34 4361 ¥ 975 54 6687 * 848 4 481 T 273 92 11939 ¥  14.79

Promedio 47 5223 ¥ 501 54 7308 * 737 10 343 * 054 111 13992 ¥ 1017

4 1 58 4539 ¥ 592 49 4379 * 918 3 130 * 037 110 9423 * 1319
2 55 4965 * 738 43 4660 * 569 10 193 * o4 108 10161 * 939

3 65 5356 ¥ 739 44 6415 * 1109 7 166 T 047 116 12092 * 1315

Promedio 59 4917 * 444 45 5147 T 566 7 154 * 026 111 10480 * 728
Promedio 53 4874 ¥ 219 48 5523 * a7 8 364 T 033 108 11424 * 219
1 1 56 5536 ¥ 662 55 69.26 * 1001 4 581 * 543 115 13596 * 17.69
2 59 4828 * 689 39 4497 * 628 4 348 T 145 102 9967 ¥ 1107

3 45 4030 ¥ 709 40 4375 * 707 9 246 * 082 94 9359 * 1177

Promedio 53 4841 ¥ 461 45 5537 * 565 6 352 ¥ 121 104 11154 ¥ 868

2 1 56 4393 ¥ 614 47 3971 * 548 7 220 * 048 110 8958 ¥ 989
2 60 4012 * 639 42 4125 T 492 7 25 * 099 109 8841 * 1025

3 59 4966 ¥ 709 41 5067 * 935 7 133 * 033 107 10643 * 1223

sep-09 Promedio 58 4432 * 418 43 4431 * 396 7 207 T 036 109 9459 * 624
3 1 55 5135 ¥ 849 67 11508 * 16.45 2 244 T 032 124 169.12 ¥ 2107
2 57 4366 ¥ 649 47 7522 * 1331 9 259 * 084 113 12876 * 16.01

3 52 5784 * 1057 46 6402 * 894 8 479 * 083 106 13345 * 14.78

Promedio 55 5124 ¥ 524 53 8445 * 171 6 360 ¥ 070 114 14264 * 1003

4 1 47 5903 ¥ 689 63 10427 * 1675 8 821 *¥ 28 118 18034 * 2225
2 60 4865 ¥ 689 42 8175 * 1099 9 624 T 222 111 15098 * 26.63

3 54 4074 * 690 51 5287 * 678 13 249 * 062 118 107.07 ¥ 12.29
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Promedio 54 48.13 439 52 7710 8.06 10 553 1.09 116  141.61 11.36

Promedio 55 4768 ¥ 231 48 6297 % 310 7 350 ¥ 040 111 11955 ¥ 231
1 1 24 2035 ¥ 811 40 2965 * 919 5 090 ¥ 024 69 5211 ¥ 11.28

2 38 2621 * 1048 60 2972 * 514 7 202 ¥ 104 105 6151 * 1083

3 41 3356 ¥ 1712 44 3635 * 574 7 525 ¥ 281 92 8123 ¥ 1942

Promedio 34 2583 ¥ 678 48 3109 * 390 6 237 ¥ 080 89 6280 ¥  7.69

2 1 51 3366 ¥ 377 39 2153 * 328 2 343 ¥ 223 92 60.12 ¥ 812

2 59 359 ¥ 502 31 3214 * 930 0 000 * 0 90 6830 ¥ 1034

3 51 2238 ¥ 366 37 2046 * 390 1 136 % 0 89 4426 ¥ 566

Promedio 54 2084 ¥ 205 36 2407 * 287 1 292 * 168 90 5651 * 460

oct-09 3 1 44 3322 ¥ 690 42 2600 * 316 3 124 ¥ 031 89 6501 ¥ 757
2 42 2861 ¥ 568 40 2076 * 349 4 271 ¥ 123 86 5732 ¥ 030

3 51 2405 ¥ 427 40 3050 * 855 3 229 ¥ 090 94 5846 * 1052

Promedio 46 2824 ¥ 207 41 2550 * 315 3 217 *¥ 053 90 6002 ¥ 542

4 1 45 1786 ¥ 259 47 1882 * 309 o o000 % 0 92 3810 ¥ 517

2 41 2007 ¥ 314 48 1852 * 308 3 28 * 150 92 4950 ¥ 793

3 53 2842 ¥ 500 43 2562 * 518 4 205 * 105 100 5924 * 848

Promedio 46 2201 ¥ 244 46 2108 * 223 2 262 ¥ 096 95 4843 £ 423

Promedio 45 2597 ¥ 219 43 2558 * 157 3 250 ¥ 046 91 5689 ¥ 219
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