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Resumen

Alchichica es un lago oligotréfico con una concentracion de silicatos (Si)
particularmente limitada (<100 pg LY); sin embargo, la biomasa fitoplancténica se
encuentra dominada por diatomeas de gran tamafio (> 50 um). Por lo anterior, la
finalidad de este estudio es explorar el papel que juegan los nutrimentos, en particular
Si, en la limitacion de la produccion y composicion de la biomasa fitoplanctonica.

Para lo anterior, se emplearon diferentes aproximaciones con el fin de identificar la
magnitud de la limitacién y él o los nutrimentos que mas frecuentemente limitan el
crecimiento fitoplancténico a lo largo de un ciclo anual (septiembre 2009 a septiembre
2010): a) el analisis de la concentracion de los diferentes nutrimentos, ademas de la
proporcién estequiométrica entre ellos, b) la implementacibn de una serie de
bioensayos de enriquecimiento con diferentes tratamientos, contemplando nitrégeno
(N), fosforo (P) y, por vez primera en Alchichica, silice (Si), y c) la observacion y
recuento directo de muestras que permitieron conocer la composicion y dominancia de
las diferentes especies del fitoplancton al finalizar los bioensayos.

En el ciclo anual y con base en las relaciones estequiométricas, el nutrimento que limitd
el crecimiento fitoplancténico durante todo el periodo resulté ser el N, seguido del Si;
éste ultimo, principalmente en la época de estratificacion tardia y circulacién cuando se
presentan florecimientos de diatomeas, al grado que incluso se puede considerar una
co-limitacion de N y Si. El P s6lo resulté limitante en el mes de julio, que corresponde a
la estatificacion bien establecida. A lo largo del ciclo anual, la biomasa fitoplanctonica
en la zona de mezcla del lago resultd dominada por las diatomeas la mayor parte del
tiempo y por algunas cianoprocariotas (Nodularia spumigena y Epiglosphaera sp.) en
mayo, julio y septiembre 2010.

Los resultados experimentales muestran que los tratamientos N+P y N+P+Si fueron los
gue indujeron los mayores incrementos en biomasa fitoplancténica. Soélo la
combinacion de los dos o tres nutrimentos logréo estimular el crecimiento
fitoplancténico en los bioensayos. Lo anterior confirma tanto la oligotrofia del lago
como la existencia de co-limitacién, ya que es necesaria la adicibn conjunta de
nutrimentos para obtener un crecimiento significativamente diferente al del control y
al obtenido con la adicién de tan solo un nutrimento.

En el tratamiento N+P se promovié principalmente el incremento de la biomasa de
clorofitas (Monoraphidium dybowskii). En el tratamiento N+P+Si fueron dominantes la
misma clorofita y la cianoprocariota Epiglosphaera sp. Hay que resaltar que en el
tratamiento N+P+Si se presentd mayor biomasa de diatomeas que en N+P. Sin
embargo, la adicion solamente de Si no promovio el crecimiento de las diatomeas, ni de
los otros grupos. Por lo tanto, bajo las condiciones experimentales utilizadas, se
deduce una co-limitaciébn permanente.



Se observa que las diferentes respuestas a las combinaciones de nutrimentos se
relacionan con la composicion fitoplanctonica. Mientras que la aproximacion del ciclo
anual muestra limitacién in situ (en el lago), donde la biomasa fitoplancténica se
encuentra dominada por las diatomeas y cianoprocariotas, los bioensayos de
laboratorio muestran que son algunas especies de clorofitas y cianoprocariotas las que
toman ventaja del enriquecimiento proporcionado, dominando la biomasa
fitoplanctoénica al final de los experimentos.



Abstract

Oligothrophic lake Alchichica is particularly limited in silicates (Si) concentration (<100 ug L™);
however, large (> 50 um) diatoms dominate the phytoplankton biomass. The aim of this study
was to explore the role nutrients play in limiting phytoplankton growth and composition with
particular emphasis in Si.

We used different approaches to identify the nutrient or nutrients that most likely are limiting
the phytoplankton growth in Alchichica along an annual cycle (2009-2010): a) through the
analysis of concentration of nutrients in addition to the stoichiometry ratio; b) through a series
of nutrient enrichment bioassays considering nitrogen (N), phosphorus (P), and for the first
time, for Alchichica lake, silica (Si); and c) the observation and direct count of samples that
allow us to identify the composition and dominance of the different phytoplankton species at
the end of the bioassays.

In the annual cycle and based on stoichiometric ratios, the nutrient that limits the
phytoplankton growth throughout the year was N, followed by Si; silicates were limiting
particularly during the late stratification and circulation periods when a diatom bloom takes
place, even through this period, it could be considered that N and Si co-limited the
phytoplankton growth. P limited phytoplankton growth only in July (well-established
stratification). Throughout the annual cycle, diatoms dominate the phytoplankton biomass in
the mixing zone of the lake most of the time and by some cyanobacteria (i.e., Nodularia
spumigena and Epiglosphaera sp.) in may, july and september 2010.

The nutrient enrichment experiments revealed that N+P and N+P+Si treatments promoted the
largest increases in phytoplankton biomass. Only combinations of two or three nutrients
stimulated phytoplankton growth. This fact confirms both the oligotrophic status of the lake
and the presence of a nutrient co-limitation, since its necessary to provide two or three
nutrients to attain a phytoplankton growth above the control treatment and to that obtained
with the addition of only one nutrient.

The N+P treatments promoted mostly chlorophytes (i.e., Monoraphidium dybowskii).
Meanwhile, the N+P+Si treatments stimulated the same chlorophyte species as well as the
cyanobacteria Epiglosphaera sp. It should be noted that the diatom biomass was larger in
N+P+Si than in N+P treatments. Nevertheless, as mentioned before, the single addition of Si
failed to promote the diatom —and other phytoplankton groups- growth. Hence, under the
experimental conditions herein applied, the conclusion is that lake Alchichica has a permanent
nutrient co-limitation.

The different deduction obtained through the two approaches may be related with the
phytoplankton composition. While the first method shows an in situ limitation where
phytoplankton biomass along the annual cycle is dominated by the diatoms and cyanobacteria,
the bioassays show that some species of chlorophyte and cyanobacteria took advantage of the
experimental conditions and dominate the phytoplankton biomass at the end of experiments.



INTRODUCCION

Un aspecto fundamental de la ecologia lacustre o limnoecologia es el estudio de
la produccién primaria -entendida como la generacién de materia organica mediante la
fotosintesis- que se lleva a cabo, entre otros grupos, por el fitoplancton, esto es, los
microorganismos fotosintéticos suspendidos en la columna de agua a merced de los
movimientos que se dan en ella. Cuando el fitoplancton realiza la fotosintesis aumenta
su biomasa -entendida como la masa o peso de la materia viva por unidad de area 0
volumen en un momento dado-, la cual resulta de suma importancia en algunos analisis
de la dindmica de produccion en poblaciones vegetales (Wetzel, 2001).

Para que el fitoplancton pueda generar su biomasa, es indispensable la
disponibilidad de diversos recursos, entre los que se encuentran carbono, oxigeno,
hidrégeno, nitrogeno, azufre y fésforo, ademés de calcio, potasio, cloro, magnesio,
hierro y -en algunos casos- silice. Algunos de estos elementos se clasifican como
nutrimentos, entre los cuales el nitrdgeno y el fésforo son considerados elementos
clave dentro del contexto de los nutrimentos limitantes para el fitoplancton (Lewis,
1996).

Un nutrimento limitante serd aquel que limita la tasa de crecimiento o la
produccién de biomasa debido a la escasez del mismo (Lampert y Sommer, 1997). El
concepto de nutrimento limitante se deriva de la ley del minimo de Liebig (de Baar,
1994), la cual se refiere a que el crecimiento no es controlado por el total de
nutrimentos disponibles, sino por el que se encuentra disponible en menor cantidad
con respecto a los requerimientos del fitoplancton (Barsanti y Gualtieri, 2006). Esta ley,
gue tienen su origen en la agronomia, propiamente se aplica a la biomasa final que se
alcanza en un tiempo dado mas que a la velocidad en que ésta se acumula, en cuyo
caso seria necesario referir a la limitacién de Blackman, la cual describe el efecto de un
factor en la velocidad del proceso o bien a la velocidad del crecimiento y que viene
determinado por la disponibilidad del nutrimento limitante (Maclintyre y Cullen, 2005).

En la literatura limnoldgica es comun encontrar que el fésforo, mas que el
nitroégeno, es el nutrimento que, en la mayor parte de los casos, limita la produccién
primaria, sobre todo porgue la mayoria del conocimiento con el que se cuenta procede
de lagos templados. Sin embargo, en el caso especifico de lagos y rios tropicales,
numerosos estudios muestran que el nitrégeno actla frecuentemente como
nutrimento limitante de la produccién primaria, sobre todo en regiones volcanicas, en
donde abunda el fésforo y éste es transportado a los cuerpos de agua debido a su
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meteorizacion; si, ademas, los cuerpos acuaticos son alcalino-sédicos, carecen de
alguno de los mecanismos de eliminacion de fésforo en solucion (p.ej., co-precipitacion
de P con CaCOs, Golterman 2004).

Por otro lado también puede ocurrir que mas de un nutrimento limite la
produccion primaria, en cuyo caso se habla de una “co-limitacion”, al considerarse mas
de un nutrimento limitante; el concepto se utiliza cuando la tasa de crecimiento se ve
influenciada simultdneamente por dos nutrimentos limitantes (Saito et al., 2008).

El estudio de la limitacion que los nutrimentos ejercen sobre el fitoplancton es
relevante, ya que su disponibilidad en el medio acudtico afectard la produccion de
biomasa (Lewis y Wurtsbaugh, 2008), provocara un crecimiento deficiente (Barsanti y
Gualtieri, 2006) e incluso modificara la composicidén de especies del fitoplancton (Sakka
et al., 1999). De este modo resulta conveniente comprender el papel del fosforo (P),
nitrégeno (N) y silice (Si) en un lago tropical monomictico célido que se caracteriza por
ser oligotréfico y asi poder entender si esto determina la composicion fitoplancténica
en lagos con dichas caracteristicas como es el caso de Alchichica en Puebla.

ANTECEDENTES

Oliva et al. (2001) han catalogado a Alchichica como un lago oligotréfico con
base en la concentracion promedio de clorofilaa (< 5 pg ") y los nutrimentos FRS (0.04
+ 0.08 mg ") y NID (0.38 + 0.27 mg I"). Utilizando el cociente de Redfield (NID:FRS)
estos autores indican que durante el periodo en que analizaron existié limitacion por
fosforo en enero, mientras que durante febrero y marzo parecioé ser por nitrogeno,
para luego volver a ser por fosforo otra vez en abril y mayo, cuando se present6 un
florecimiento de la cianoprocariota fijadora de nitrégeno Nodularia spumigena Bornet
et Flahault 1886, y con ello, un incremento en la concentracion de NID. Durante la
estratificacion, los niveles de NID decrecen, pero el fosforo continta limitando.

La realizacion de bioensayos de enriquecimiento con nutrimentos es una técnica
gue ha sido ampliamente usada como indicador del nutrimento que tiene el potencial o
que posiblemente limita el crecimiento fitoplanctonico (Ault et al., 2000). El
procedimiento de estos bioensayos tiene su origen en la modificacién del enunciado de
la ley del minimo de Liebig ya que, como se mencion6 antes, puede suceder que no sea
solo un nutrimento el que esté limitando el crecimiento del fitoplancton sino que
pueden hacerlo varios nutrimentos simultdneamente.

-5-



En el lago Alchichica también se han realizado ese tipo de experimentos para
conocer cual es el nutrimento que limita a la comunidad fitoplanctonica. Tal es el caso
de Ramos-Higuera et al. (2008) quienes concluyen, con base en experimentos
realizados en microcosmos y su corroboracion a través del cociente de Redfield
obtenido (NO3:PO4< 16), que el nitrégeno es el principal nutrimento que limita la
produccion primaria en este lago; incluso mencionan que se obtiene un crecimiento
mayor del fitoplancton con la adicion de los dos nutrimentos juntos, N+P, lo que
sugiere una co-limitacion.

Por otro lado, Ramirez-Olvera et al. (2009) encontraron que existe una variacion
temporal en el nutrimento limitante de la productividad primaria en el lago Alchichica,
lo cual explicaria el recambio fitoplanctonico que describen Oliva et al. (2001). Ademas,
los primeros autores apuntan que es probable que la alternancia en los nutrimentos
limitantes responsables del crecimiento fitoplanctonico de Alchichica sea consecuencia
de una combinacién de las condiciones naturales y del impacto antropogénico, como el
uso de fertilizantes agricolas, asociadas a la hidrodinamica del cuerpo acuatico
(monomixis calida) a lo largo del afio.

Por otro lado, Adame et al. (2008) consideraron que tanto la disponibilidad de
silice como la proporcion Si:N son, al parecer, los factores clave en la regulacién de la
cantidad de biomasa de diatomeas que se genera en Alchichica durante el
florecimiento invernal de diatomeas que se presenta en la etapa de circulacién del lago.
Ellos sugieren que las bajas concentraciones de silice registradas en Alchichica pudieran
deberse al corto tiempo de residencia hidraulica del lago, el cual no permite la plena
meteorizacion de los materiales ricos en silice de la cuenca, de manera que no se
favorece la liberacion del silice. Por lo anterior, al encontrarse el silice en baja
concentracion, los florecimientos de diatomeas tendran el potencial de remover el
total del silice disponible, con lo cual se regula la presencia y abundancia de diatomeas
asi como la abundancia y composicion del fitoplancton en general.

Por otro lado, Ardiles et al. (2012) sefialan que los flujos de silice particulado
(exportacién por debajo de la termoclina) en Alchichica son muy altos en comparacion
con otros lagos oligotréficos y que la diatomea C. alchichicana Oliva, Lugo, Alcocer et
Cantoral-Uriza 2006 es la especie més representativa en dichos flujos ya que por su
gran tamafo tiene una alta velocidad de sedimentacion. También apuntan que las
concentraciones absolutas de silice en Alchichica son menores a 100 pg L'
(concentracién limitante propuesta por Reynolds, 1999) en siete de los doce meses
muestreados. Como ejemplo de ello, los autores muestran las concentraciones
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absolutas obtenidas en el mes de enero (87 * 26 pg L") y mayo (50 * 26 pg LY. Sin
embargo, segun las proporciones N:Si (>1) y Si:P (<16), Unicamente existiria limitacién
de silice en el mes de enero lo cual coincide con la época del florecimiento de
diatomeas en el lago.

A pesar de la evidencia indirecta referida acerca de la relevancia potencial del
silice como limitante del crecimiento fitoplancténico en Alchichica, hasta el presente
estudio no se habian efectuado bioensayos de enriquecimiento que consideraran la
adicion de silice. Como se sefialo, el silice es de vital importancia porque modifica
marcadamente la estructura de la comunidad fitoplanctonica, al impactar directamente
al grupo de las diatomeas, las cuales son el componente dominante de la biomasa
fitoplancténica del lago Alchichica.



OBJETIVO GENERAL

Elucidar el papel de la limitacion de nutrimentos (NID, FRS, SiRS) en la

composicion y produccién de biomasa fitoplancténica en la capa de mezcla del lago
Alchichica, con particular énfasis en el silice, a lo largo de un ciclo anual (septiembre
2009 a septiembre 2010).

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar el medio abidtico (Zuix, temperatura, oxigeno disuelto) y la
concentracion de nutrimentos (FRS, NID y SiRS) en la capa de mezcla durante el
ciclo anual.

2. Describir la composicién especifica, abundancia y biomasa del fitoplancton en la
capa de mezcla durante el ciclo anual.

3. Realizar bioensayos de adicion de nutrimentos en forma individual y combinada.

4. Identificar cuales son los nutrimentos limitantes para el crecimiento
fitoplancténico a lo largo del ciclo anual y a través de los bioensayos de
enriguecimiento en microcosmos de laboratorio.

5. Identificar cudles son las especies que son limitadas en su crecimiento por la
disponibilidad de nutrimentos a lo largo del ciclo anual.

HIPOTESIS

L.

Con base en estudios previos, en la capa de mezcla se espera una marcada
limitacion por NID y SiRS durante las épocas de estratificacion del lago y en
particular de SiRS durante la circulacion cuando dominan las diatomeas.

La disponibilidad de nutrimentos (cantidad y proporcion) tendra efecto en los
cambios en la composicidn de especies y biomasa del fitoplancton a lo largo del
ciclo anual.

El tratamiento con adicion de N+P favorecera un aumento de biomasa en los
grupos de clorofitas y cianoprocariotas, principalmente, mientras que el
tratamiento con adiciébn de N+P+Si favorecera, ademas, el aumento de la
biomasa en el grupo de las diatomeas.



MATERIAL Y METODO
Area de estudio.

Alchichica se localiza en el estado de Puebla a una latitud de 19° 24’ N, una
longitud de 97° 24’ O y una altitud de 2,350 m s.n.m. Tiene un &rea superficial de 2.3
km?, un perimetro de 5.06 km, una profundidad maxima de 62 m y una profundidad
promedio de 40.9 m; su volumen es de 94, 214,080 m® (Filonov et al., 2006). Es
considerado un lago hiposalino (8.5 + 0.2 g I") y los iones predominantes son sodio,
magnesio, cloruros y bicarbonatos (Vilaclara et al., 1993).

Por su comportamiento térmico se clasifica como un lago monomictico calido
con circulacion en invierno (de fines de diciembre o inicios de enero a finales de marzo
o principios de abril), correspondiente a la época fria y seca (Alcocer et al., 2000).

La region en donde se ubica el lago, llamada llanos de San Juan, se ha descrito
como desértica fria (Alcocer et al., 2000). Su clima se caracteriza por ser semi-seco
templado con lluvias en verano (Garcia, 1980). El régimen de precipitacion anual es
menor a los 500 mm, por otro lado, la tasa de evaporacion anual es de alrededor de
1,690 mm (Adame et al., 2008). La temperatura anual media es de 12.9 °C (Oseguera et
al., 2010).

Su origen es volcanico debido a que surgié por explosiones volcanicas que
produjeron rompimientos del manto freatico formando un crater que con el paso del
tiempo fue ocupado por agua; este tipo de lagos se denominan “maar” (Arredondo et
al., 1983).

Trabajo en campo.

Los muestreos en Alchichica se realizaron con una frecuencia aproximadamente
mensual a lo largo de un afio (septiembre 2009-septiembre 2010) en una estacidon
ubicada en la porcion central y mas profunda del lago. Las muestras de agua se
tomaron de la capa de mezcla (Zuix). Para determinar el grosor de la capa de mezcla se
analizaron los perfiles de temperatura y oxigeno disuelto obtenidos mediante una
sonda multiparamétrica Hydrolab modelo Datasonde 4 conectada a un almacenador de
datos Hydrolab modelo Surveyor 4.



Con una botella Niskin de 1.5 litros de capacidad se recolectaron muestras de
agua de distintas profundidades de la capa de mezcla para asi obtener una muestra
integrada. La muestra fue filtrada a través de una malla de 100 pm para eliminar el
zooplancton de gran tamafio antes de depositarla en un garrafon de plastico semi
translucido de 20 litros.

Para determinar la concentracion de los nutrimentos disueltos (fésforo reactivo
soluble FRS, nitr6geno inorganico disuelto NID y silice reactivo soluble SiRS) se requirié
filtrar el agua del lago utilizando filtros de membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm de
apertura de poro, almacenandose en viales de plastico en la oscuridad y congelacion. El
resto del agua se reservo para los ensayos de enriquecimiento, manteniéndose en la
oscuridad durante su transporte al laboratorio.

Nutrimentos.

Los nutrimentos fueron analizados en el Laboratorio de Biogeoquimica Acuatica
del ICMyL-UNAM por el Hidrobidl. Sergio Castillo utilizando un auto-analizador de flujo
segmentado Skalar San Plus con el que fue posible la determinacion simultanea de
NO¥, NO%, NHg:, FRS y SiRS. Para ello, se utilizaron los métodos estandares adaptados
por Grasshoff et al. (1983) y circuitos sugeridos por Kirkwood (1994). La precision de los
andlisis con este sistema fue: nitrato 0.1 uM, nitrito 0.02 uM, amonio 0.1 uM, FRS 0.04
MM, y SiRS 0.1 uM. Cabe destacar que estos métodos son adecuados para el analisis de
nutrimentos de aguas oligotréficas, como es el caso del lago Alchichica.

Nutrimentos limitantes.

Para conocer cuéles son los nutrimentos que potencialmente limitan el
crecimiento fitoplancténico en el lago Alchichica se utilizaron los valores de
concentraciones absolutas de FRS, NID y SiRS y las proporciones estequiométricas
propuestas por varios autores como se indica en la tabla 1:
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Tabla 1. Concentraciones de nutrimentos consideradas limitantes para el crecimiento
fitoplanctonico por diversos autores.

Autor Aproximacion utilizada Criterio de limitacion

Por N debajo de 100 pg L.
Reynolds (1999) Concentraciones absolutas
Por P debajo de 3 pg L™,

Interlandi et al. Proporcion

. 40Si:1P y3Si:IN para diatomeas
(1999) estequiométrica L YSSEEND |

Proporcién

o 1P:16N
estequiometrica

Redfield (1958)

Por N al obtener N:P <16 y N:Si <

L
Proporcién

Xuetal. (2008 L .
uetal ( ) estequiometrica porPconN:P>16ySi:P>16y

por Sicon N:Si>1y Si:P <16.

El empleo de las proporciones estequiométricas existentes entre los
nutrimentos se basa en el supuesto de que bajo ciertas condiciones, el fitoplancton
tiene una proporcién relativamente definida en cuanto a las proporciones de silice,
nitrégeno y fosforo que requiere. Estos elementos fluctian en los ciclos
biogeoquimicos y la cantidad disponible de estos en el agua afectara el crecimiento y la
composicion del plancton (Hecky et al., 1993; Sterner et al., 2008). La proporcion molar
Si:N:P que generalmente se utiliza es 16:16:1 la cual se considera para un ambiente en
donde existen nutrimentos en abundancia (Xu et al., 2008). Este andlisis generalmente
se emplea como un indicador del nutrimento que potencialmente limita el crecimiento
fitoplancténico segun las concentraciones ambientales (Xu et al., 2008).
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Composicion especifica, abundancia y biomasa (por biovolumen y clorofila a in vivo)
del fitoplancton en la capa de mezcla.

Para describir la dinamica del fitoplancton en el lago, cada mes se tomé una
alicuota de 500 ml del garrafén y se fij6 con una solucién acida de lugol (1%
concentracion final) para su posterior identificacién, cuantificacion y calculo de
biomasa.

El procedimiento consistio en la revision exploratoria mediante un microscopio
invertido Leica modelo DM IRB de cada muestra antes de comenzar la cuantificacion
para observar qué especies se encontraban presentes y llevar un registro de la especie
correspondiente. Las especies fueron identificadas tomando como base los trabajos de
Oliva (2001), Oliva et al. (2006, 2008), y Rosiles-Gonzalez (2005).

Posteriormente, para la cuantificacion se emple6 el método de Utermohl (Lund
et al., 1958) partiendo de las muestras antes mencionadas de las cuales se sedimenté
un volumen variable -desde 0.5 ml para las muestras con mas células hasta 100 ml para
las que tenian pocas células-, dependiendo de qué tan concentradas se encontraron al
momento del muestreo.

Para la observacion al microscopio se utilizaron los objetivos de 20x, 40x, 63x y -
en algunos casos- 100x, dependiendo del tamafio de los individuos y, considerando sélo
aquellas células en aparente buen estado hasta llegar a contabilizar 100 individuos de la
especie mas abundante en cada objetivo, con lo cual se garantiza un intervalo de
confianza del £ 20% (Lund et al., 1958) en cada muestra.

Después de que se obtuvieron los registros por especie y por muestra, se
procedi6é a calcular la densidad (cel ml %). Posteriormente se calculd el biovolumen
(pm3), considerando los modelos geométricos propuestos por Sun y Liu (2003).
Finalmente para calcular la biomasa (mg L") para cada especie se empleé la siguiente
formula:

Biomasa= (cel mI*) (mg cel®) * 1000

Todas las operaciones se realizaron en una hoja de célculo Excel. Cabe
mencionar que los graficos de biomasa por muestra consideraron de manera individual
solo aquellas especies que contribuyeron con > 5% de la biomasa total de cada muestra,
el resto de las especies con contribuciones < 5% se conjuntaron en una sola categoria
(bajo la denominacién de “otras™) con el fin de simplificar las gréaficas.
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Para obtener la concentracién de clorofila a in vivo (ug L") se tom6 una alicuota
de 4 ml aproximadamente de cada uno de los matraces de cada mes para contar con un
valor inicial (TO) de referencia para dar inicio a cada uno de los 13 bioensayos. Dicha
concentracion se obtuvo con un fluorémetro digital de campo (Turner Designs, modelo
8000-001), calibrado con un estandar secundario solido de clorofila a cada vez que se
utilizaba.

Bioensayos de enriquecimiento con nutrimentos.

El uso de esta aproximacion consiste en el mantenimiento de alicuotas de una
misma muestra de fitoplancton bajo condiciones controladas, en donde la variable es la
adicion diferencial de nutrimentos para determinar cudl o cuales se encuentran escasos
(Maestrini et al., 1984). La limitacion que se ejerza sobre el fitoplancton se reconoce al
observar aquellas curvas de mayor crecimiento tras la adicion de nutrimentos (EPA,
1978), es decir, evaluando los cambios en la concentracién de Clor a durante los
bioensayos.

Previamente al desarrollo de los bioensayos se prepararon las soluciones de
nutrimentos requeridas. Se consider6 que las concentraciones en los tratamientos
fueran mayores a las que en promedio se encuentran disueltas en el lago para asegurar
la saturacion del fitoplancton del nutriente correspondiente, segun el tratamiento, para
favorecer la maxima tasa de asimilacion por parte del fitoplancton en cada caso (Lépez-
Anaya, com. pers.). Dichas concentraciones son mayores, como se ha visto, a las
referidas por Reynolds (1999) e Interlandi et al. (1999) como limitantes para el
fitoplancton. Las concentraciones finales de las soluciones de nutrimentos se detallan a
continuacién: NaNO3 a 10 umol L' y NH4Cl a 34 umol L (para el tratamiento de N);
KH.PO4 a 3.4 pmol L' (para el tratamiento de P); y NaSiOs a 44 umol L* (para el
tratamiento de Si). Estas soluciones se mantuvieron en refrigeracion y oscuridad hasta
su utilizacion para evitar cambios fotoquimicos (EPA, 1978).

Se lavaron los matraces empleados (tipo Erlenmeyer con capacidad de 500 ml)
para los diferentes tratamientos utilizando jabén libre de fosfatos, enjuagandose varias
veces con agua corriente y luego con agua desionizada (EPA, 1978). Posteriormente se
lavaron con HCI al 10% (adicionando 1.85 ml a cada matraz y llendndolos con agua
desionizada), dejandolos reposar el mayor tiempo posible para asegurar que no
guedara ningun tipo de materia organica que pudiera interferir con los experimentos 'y,
posteriormente, se enjuagaron con agua desionizada nuevamente (EPA, 1978).
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Los experimentos se llevaron a cabo aproximadamente 24 hrs después del
muestreo. Se colocaron 500 ml de agua del lago en cada matraz y se adiciond la
solucién de cada uno de los nutrimentos segun el tratamiento con la finalidad de
alcanzar las concentraciones antes mencionadas. Los tratamientos incluyeron el
control, asi como adiciones con N, P, Si, N+P, N+Si, P+Si y N+P+Si, con cuatro réplicas
cada uno. El detalle de los tratamientos empleados para cada muestra se presenta en la

Tabla 2:

Tabla 2. Volumen de muestra y nutrimentos utilizado en cada tratamiento para los

bioensayos.

Tratamiento

Muestra de agua

Solucién de nutrimentos

Volumen final

(ml) (ml) (ml)
Control 500 0 500
1 ml de NaNO;
N 500 502
1 mlde NH4CI
P 500 1 ml de KH,PO4 501
Si 500 1 ml de NaSiO; 501
1 ml de NaNO;
N+P 500 1 mlde NH4CI 503
1 ml de KH,PO,
1 ml de NaNO;
N+Si 500 1 mlde NH4CI 503
1 ml de NaSiO;
1 ml de KH,PO,
P+Si 500 502
1 ml de NaSiO;
1 ml de NaNO;
. 1 ml de NH.CI
N+P+Si 500 £ ml de KH,PO, 504
1 ml de NaSiO;
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A continuacion se prepar0 la camara de cultivo a una temperatura similar a la
temperatura promedio de la capa de mezcla (18 + 3°C promedio anual) y bajo un
fotoperiodo también similar al que se presenta en el lago (12 h luz: 12 h oscuridad). Para
la iluminacién se utilizaron 12 focos de luz blanca (Neolux El espiral 45W/865 E-26), con
los cuales se obtuvo una intensidad de 800 pmol m? s® la cual fue corroborada
utilizando un sensor de irradiancia escalar marca Biospherical Instruments. Dicho valor
se calculd con base en la iluminacion promedio presente en la capa de mezcla del lago
Alchichica observada en los muestreos que se realizan cada afio (LOpez-Anaya, com.
pers.). Los matraces se colocaron en un agitador orbital marca MaxQ 3000 Barnstead
Lab-line a 65 rpm para asegurar una agitacion constante y evitar la sedimentacion del
fitoplancton (Fig. 1).

Figura 1. Agitador orbital en el cuarto de cultivo con los bioensayos. Los colores en el cuello de
los matraces Erlenmeyer identifican los distintos tratamientos.

La adicion de nutrimentos se hizo posterior a la lectura de clorofila a in vivo al
momento TO. Se consideré como dia uno del experimento (T1) aquel en el cual inici6 el
crecimiento de los cultivos después del periodo de aclimatacion, lo que normalmente
ocurrié un dia después a partir de la fecha en que se colocaron los bioensayos, ya que,
como se ha visto en cultivos de laboratorio de fitoplancton, existe una fase en la que
los organismos se aclimatan para empezar su crecimiento después de uno o dos dias
(Reynolds, 2006).

A lo largo del experimento se extrajo diariamente una alicuota de 4 ml

aproximadamente de cada uno de los matraces para medir la concentracion de Clor a
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(ug L") a la misma hora. Dicho volumen no fue reemplazado. Este procedimiento
permitié conocer la evolucién del experimento en términos del crecimiento de la
biomasa fitoplanctonica, utilizando para ello un fluorémetro digital de campo como se
menciond antes. Se dio por terminado un experimento cuando se observo una
disminucién en la concentracion de Clor a durante dos dias consecutivos (EPA, 1978). Al
término del experimento (Tf), se fijo con lugol una muestra de agua del control -asi
como de los tratamientos en que se observé un incremento en la concentracion de Clor
a (N+P y N+P+Si)- para la observacion al microscopio, cuantificacion y célculo de
biomasa como ya se ha explicado. Dichos resultados se plasmaron graficamente en los
mismos términos que para las muestras TO.

Andlisis estadistico.

Las pruebas estadisticas se realizaron con los valores de Clor a in vivo
registrados para cada tratamiento y el control, en el ultimo dia cuando se dio por
terminado cada experimento (32 datos por mes).

Previo a la aplicacion del anélisis de varianza (ANDEVA), se realizd un analisis
exploratorio de datos (caja y bigote) por mes para conocer la naturaleza del total de los
datos, utilizando el programa SPSS versién 13.0 (SPSS Inc., 2004).

Las pruebas de ANDEVA de una via se realizaron para detectar si existieron
diferencias significativas (p<0.05) entre cada uno de los diferentes tratamientos y el
control, utilizando el paquete estadistico SPSS version 13.0 (SPSS Inc., 2004). La prueba
post hoc que se empled fue Tukey. Previamente a dicho anélisis se verifico que existiera
normalidad y homogeneidad de varianzas entre los datos para poder aplicar el
estadistico.
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RESULTADOS

Capa de mezcla en el ciclo anual.
1. Condiciones del medio abiotico.

A continuacion se describen de manera general las caracteristicas de la capa de
mezcla de donde se obtuvieron las muestras empleadas para los bioensayos,
considerando la clasificacion del lago: estratificacion temprana, estratificacion bien
establecida, estratificacion tardia y circulacion (Adame et al., 2008; Alcocer et al., 2000).

0 Capade mezcla.

La profundidad de la capa de mezcla (Fig. 2) varié desde los 7 m, cuando el lago
se encontré en estratificacion temprana, hasta los 62 m cuando se presento la
circulacién. La profundidad promedio de la capa de mezcla fue de 27 £ 17 m. A partir de
gue el lago se estratifica, la Zyx alcanza mayor profundidad continuamente a lo largo
de todo el periodo de estratificacion y se extiende a toda la columna de agua cuando el
lago vuelve a circular.

2009-2010
E:B-E E. tardia Circulacion E. temprana E: BLE;
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Figura 2. Variacion de la profundidad de capa de mezcla (Zuwix) (m) en el lago Alchichica. Las
letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se
refiere a la estratificacion bien establecida.
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0 Temperatura.

La temperatura de la capa de mezcla (Fig. 3) mostré un descenso desde
septiembre de 2009 (19.0 + 0.4°C) hasta alcanzar las minimas en febrero y marzo (14.5 +
0.1 °C en ambos meses), para aumentar posteriormente hasta alcanzar su maximo en
junio y julio (19.2 + 0.5y 19.2 £ 0.3°C, respectivamente), a partir del cual comenzé a
descender. El promedio anual de temperatura de la capa de mezcla fue de 17.4 £ 1.8 °C.
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E.B.E E. tardia Circulacion E. temprana E B E:

Figura 3. Temperatura promedio (+ d. e.) de la capa de mezcla del lago Alchichica. Las letras
mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se
refiere a la estratificacion bien establecida.

0 Oxigeno disuelto.

La concentracién minima de oxigeno disuelto en la capa de mezcla (4.5 + 1.4 mg
L?) se registré en el mes de febrero durante la circulacion (Fig. 4) y paulatinamente fue
aumentando hasta alcanzar la concentracién méaxima (7.5 + 0.1 mg L") en mayo durante
la estratificacion temprana. El promedio anual de la concentracion del oxigeno disuelto
de la capa de mezcla fue de 6.3 + 0.8 mg L™. En relacién con la saturacion, se observé
que el epilimnion se encontroé alrededor del 100% durante septiembre 2009 y diciembre
a excepciéon de octubre que estuvo justo en el 100%. Durante la circulacion, cuando se
considera toda la columna de agua, se observé una subsaturacion. En la estratificacion
temprana se dio una sobresaturacion en el epilimnion, por arriba del 100% vy
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paulatinamente, en la estratificacion bien establecida se conservo alrededor del 100%
de saturacion.

8 1 2009-2010

7 §\L§_
M-'"@-—-—‘ﬁ

0.D. (mg L-1)
a3

E. B:E: E. tardia Circulacion E. temprana E:BLE

Figura 4. Concentracion promedio ( d.e.) de oxigeno disuelto (mg L") en la capa de mezcla
del lago Alchichica. Las letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. €j.: S-septiembre,
O-octubre, etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien establecida.

o0 Nutrimentos.
o Concentraciones absolutas.

La concentracion en la capa de mezcla de los nutrimentos considerados se
obtuvo mediante el promedio de las muestras disponibles (tres a diez muestras
aproximadamente) dependiendo de la profundidad que se observd en dicha capa
segun el mes de muestreo.

Las concentraciones de FRS (Fig. 5) en la capa de mezcla variaron desde 3.1+ 1.4
ug L (valor minimo para el mes de julio) hasta 20.4 * 3.9 pg L' (méximo para el mes de
febrero). El promedio anual para todo el periodo fue de 11.6 + 5.6 ug L. Por otro lado,
se observé una limitacion potencial de FRS en el mes de julio seguin Reynolds (1999).
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Figura 5. Concentracion promedio (+ d.e.) de fésforo reactivo soluble (FRS) en la capa de
mezcla. Las letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre,
etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien establecida. La linea punteada indica la
concentracion por debajo de la cual existe limitacion potencial del fitoplancton propuesta por
Reynolds (1999).

Para la concentracion de NID en la capa de mezcla, se observé una variacion de
6.3 + 3.8 pg L-' (septiembre 2009) hasta 71.3 + 2.5 pg L-'(mayo 2010) (Fig. 6). La
concentracién anual promedio fue de 30.3 * 17.0 ug L-.. Durante todo el afio existi6
limitacion potencial de este nutrimento para el fitoplancton segun Reynolds (1999).
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Figura 6. Concentracion promedio (z d.e.) de nitrégeno inorgéanico disuelto (NID) en la capa
de mezcla. Las letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-
octubre, etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien establecida. La linea punteada indica la
concentracion por debajo de la cual existe limitacion potencial del fitoplancton propuesta por
Reynolds (1999).

La variacion en las concentraciones del SiRS (Fig. 7) en la capa de mezcla fueron
de 14.6 £+ 4.8 pg L' (septiembre 2009) hasta 294. 1 * 67.3 ug L' (abril 2010). El promedio
anual de este nutrimento fue de 93.5 + 75.2 pg L-. Existi6 limitacion potencial para las
diatomeas de marzo a septiembre 2010 considerando que junio, agosto y septiembre se
encuentran alrededor del limite segun la concentracidn propuesta por Interlandi et al.,
(1999).
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Figura 7. Concentracién promedio (+ d.e.) de silice reactivo soluble (SiRS) en la capa de
mezcla. Las letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre,
etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien establecida. La linea punteada indica la
concentracion por debajo de la cual existe limitacién potencial para diatomeas propuesta por
Interlandi et al., (1999).

Por época hidrodinamica (circulacién= enero, febrero y marzo; estratificacion
temprana= abril, mayo, junio; estratificacion bien establecida= julio, agosto, septiembre
y estratificacion tardia= octubre, noviembre, diciembre; Adame et al., 2008; Alcocer et
al., 2000) se observa en las concentraciones de nutrimentos que para el FRS se
encontraron diferencias significativas (F=43.09, p<0.000) entre los valores registrados
para la circulacion con respecto al resto del afio, siendo en esta época cuando se
alcanzaron los valores méas altos. En el caso del NID las diferencias significativas
(F=3.795, p<0.014) se dan en la estratificacion tardia, etapa en que se obtuvieron las
concentraciones més bajas. Para el SiRS hay diferencias significativas (F=10.116, p<0.00)
entre todas las épocas hidrodinamicas. En la estratificacion tardia se registran los
valores mas bajos y durante la estratificacion temprana los valores mas altos.
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o0 Proporciones estequiométricas.

Partiendo de los datos antes descritos se calcularon las proporciones
estequiomeétricas de NID:FRS, SiRS:FRS y NID:SIiRS, de acuerdo a los diferentes autores
gue se han mencionado en la metodologia.

De acuerdo a Interlandi et al., (1999), la proporcién Si:P indic6 que las diatomeas
estuvieron limitadas por silice la mayor parte del afio, excepto julio de 2010; y para Si:N
resulté limitante el silice de octubre a febrero y en mayo.

Segun Redfield (1958) existi6 limitacion por nitrégeno todos los meses excepto
enjulioy para ese mes se dio limitacion por fésforo.

Citando a Xu et al. (2008) la ubicacién del valor obtenido para cada uno de los
meses se coloco en los diferentes cuadrantes del grafico correspondiente (Fig. 8).
Siendo limitante el NID en seis meses (septiembre 2009, marzo, abril, junio, agosto y
septiembre 2010); el SiRS de igual forma en seis meses (octubre, noviembre, diciembre,
enero, febrero y mayo) y por FRS en julio.
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Figura 8. Variacion de las proporciones estequiométricas en la capa de mezcla (modificado de
Xu et al., 2008) en el lago Alchichica en el periodo septiembre 2009-septiembre 2010. Se
muestran en color azul los meses en que se dio limitacion por nitrégeno, segun las
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concentraciones absolutas propuestas por Reynolds (1999); en azul-amarillo cuando existio
co-limitacién de nitrégeno-silice y en amarillo-rojo co-limitacion de silice-fosforo.

2. Composicidn especifica, abundancia y biomasa (por clorofilaain vivoy
biovolumen) del fitoplancton en capa de mezcla.

Para este cometido se revisaron 13 muestras de fitoplancton que fueron
utilizadas como punto inicial (TO) para cada uno de los experimentos mensuales de
enriquecimiento. En ellas se identificaron un total de 11 taxa: 4 pertenecientes a la clase
Bacillariophyceae, 4 a Chlorophyceae y 3 a Cyanoprokariota (Tabla 3).

Tabla 3. Taxa identificados en la capa de mezcla de Alchichica para TO.

CLASE TAXA

Bacillariophyceae Amphora sp. Ehrenberg ex Kitzing 1844.
Cyclotella alchichicana Oliva, Lugo, Alcocer et Cantoral-Uriza 2006
Cyclotella choctawhatcheeana Prasad 1990
Chaetoceros elmorei Boyer 1914
Chlorophyceae Monoraphidium dybowskii Hindak et Komarkova-Legnerova 1969
Monoraphidium minutum Komarkova-Legnerova 1969
Oocystis parva West et G.S. West 1898
Oocystis submarina Lagerheim 1886
Cyanoprokariota Epigloeosphaera sp. Komarkové-Legnerova 1991
Nodularia spumigena Bornet et Flahault 1886
Synechocystis aquatilis Sauvageau 1892
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La composicion del fitoplancton en el lago en la capa de mezcla (Fig. 9) reflejo
una frecuencia importante de las diatomeas que, como grupo taxonémico, aparecieron
en un 85% del afo. Las cianoprocariotas se encontraron en un 54% del afio. Las
clorofitas se registraron solo en un 31% del afio, siendo asi el grupo menos representado
en el lago al momento del muestreo.
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Figura 9. Contribucion en biomasa (%) de los principales grupos fitoplanctonicos al inicio de
los bioensayos (T0) antes de agregar nutrimentos. Las letras mayusculas indican cada uno de
los meses, p. ej.. S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien
establecida. Todas aquellas especies que contribuyeron con < 5% en biomasa se consideraron
dentro de la categoria “otras”.

En contexto con la hidrodindmica del lago, la biomasa por clorofila a in vivo
reflejo que en la estratificacion tardia el promedio fue de 1.2+ 0.6 pg Clor a L* (Fig. 10).
En la circulacion, las concentraciones fueron mas elevadas, alcanzando un promedio de
2.8 £ 1.3 ug Clor a L. En la época de estratificacion temprana el promedio fue de 0.9 +
0.4 pg Clor a L’ Finalmente en la estratificacion bien establecida se obtuvo un
promedio de 1.1+ 0.6 pg Clora L™,
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Figura 10. Concentracion promedio de la clorofila a (+ d.e.) in vivo para TO en la capa de mezcla
en las diferentes épocas hidrodindmicas del lago. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien
establecida.

El promedio anual de biomasa por biovolumen fue de 5.5 + 16.2 mg L?, valor
comprendido dentro del intervalo observado, que vari6 desde 0.04 hasta 59 mg L™ (Fig.
11). En junio fue el mes que se alcanzé la biomasa menor (0.04 mg L%). Los meses en
donde se alcanzaron las mayores biomasas fueron septiembre 2010 (59 mg L%), seguido
muy por debajo por julio (6 mg L"). La mayor biomasa de septiembre 2010 estuvo
representada en su totalidad por Nodularia spumigena.
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Figura 11. Variacion temporal de biomasa (>5%) por especie al comenzar el experimento (T0).
Las letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc.
E.B.E. se refiere a la estratificacion bien establecida.

El grupo dominante en biomasa (por estima a partir de densidades y
biovolumen) observado en la mayoria de los meses fueron las diatomeas, lo cual
corresponde al periodo comprendido de septiembre 2009 a abril y en agosto (Fig. 11).
En segundo lugar las cianoprocariotas, que fueron dominantes en biomasa en tres
meses (mayo, julio y septiembre 2010). Las clorofitas fueron el grupo con menor aporte
de biomasa, siendo dominantes solo en el mes de junio.

El reemplazo temporal de las especies —por biomasa- para TO (Fig. 11) estuvo
representado por: C. choctawhatcheeana, C. alchichicana, N. spumigena, Epigloeosphaera
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sp. ¥ N. spumigena. Estas especies corresponden a aquellas que fueron dominantes al
momento de su observacion en los diferentes meses.

Bioensayos de enriquecimiento con nutrimentos.
1. Respuesta del fitoplancton a la adicién de nutrimentos.

En todos los bioensayos se observé un periodo de aclimatacion de entre 2y 3
dias. Los tratamientos con adicién de N+P y N+P+Si mostraron crecimiento exponencial
en las curvas (de al menos tres veces mayor que el del control) en la mayoria de los
meses (Fig. 12). Existieron meses (febrero, marzo, julio, agosto y septiembre 2010; Figs.
12 F-G-K-L-M respectivamente) en donde dichos tratamientos mostraron un crecimiento
menor o igual al valor promedio registrado al tiempo inicial (T0). El resto de los
tratamientos en su mayoria no mostraron crecimiento superior al control. En el mes de
abril los tratamientos N y Si mostraron crecimientos superior al control pero menor al
de los tratamientos N+P y N+P+Si (Fig. 12 H).
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Figura 12. Variacién de la concentracidon de clorofila a (promedio + d.e.) en los bioensayos durante 2009-2010; A-septiembre 2009; B-
octubre; C-noviembre; D-diciembre; E-enero; F-febrero; G-marzo; H-abril; I-mayo; J-junio; K-julio; L-agosto y M-septiembre 2010.
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2. Composicidn especifica, abundancia y biomasa (por clorofila a in vivo y
biovolumen) del fitoplancton en bioensayos.

Con el propésito de reconocer los cambios en la composicion fitoplancténica
inducidos por la adicion de nutrimentos, se observaron un total de 39 muestras cuando
finalizaron los bioensayos.

El nimero total de taxa identificados fue de 13, de los cuales 5 representan a la
clase Bacillariophyceae, 5 a Chlorophyceae y 3 a Cyanoprokariota (tabla 4). Todas las
especies registradas en las muestras iniciales se encontraron presentes también en las
finales. Se encontraron dos especies mas que no estaban presentes al tiempo inicial TO,
las cuales fueron una diatomea del género Nitzschia y una clorofita del género Oocystis,
pero de una especie probablemente diferente a O. parvay a O. submarina.

Tabla 4. Taxa identificados en los tiempos finales (Tf).

CLASE TAXA

Bacillariophyceae Amphora sp.
Cyclotella alchichicana
Cyclotella choctawhatcheeana
Chaetoceros elmorei
Nitzschia sp.
Chlorophyceae  Monoraphidium dybowskii
Monoraphidium minutum
Oocystis parva
Oocystis submarina
Oocystis sp.
Cyanoprokariota Epigloeosphaera sp.
Nodularia spumigena
Synechocystis aquatilis

0 Muestras iniciales (TO)

Las condiciones de estas muestras fueron expuestas anteriormente en la
seccion de las condiciones para la capa de mezcla dado que son el punto inicial de los
bioensayos.
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0 Muestras finales (Tf control, NP y NPSi)
Tratamiento control.

Para Tf control el grupo de las diatomeas se mantuvo presente durante todo el
afo. Para el caso de las cianoprocariotas y las clorofitas se observé su presencia en 54%
del tiempo para ambos grupos (Fig.13).
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Figura 13. Contribucion en biomasa (%) de los principales grupos fitoplanctonicos en los
tratamientos control al final de los experimentos (Tf control). Las letras mayuUsculas indican
cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion
bien establecida.Las especies que contribuyeron con < 5% se agruparon bajo la denominacion
“otras”.

En relacién a los valores de biomasa en las muestras de Tf del control se puede
decir que la gran mayoria se encontré por debajo de los 4 mg L™. Se observa que solo
con los nutrimentos propios del agua del lago y bajo las condiciones en los bioensayos
de laboratorio se registraron aumentos de la biomasa. Resulta necesario sefalar que en
casi todos los meses, excepto julio y septiembre de 2010, la biomasa en Tf control es
mayor que la inicial TO. En julio y septiembre 2010 (Fig. 14) la biomasa del fitoplancton
fue menor porque los bioensayos fueron dominados en densidad por la presencia de
fitoflagelados y/o ciliados, grupos no objeto de estudio de este trabajo.
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Figura 14. Variacion temporal de la biomasa por especie entre los tratamientos TO y Tf control
para 2009-2010. Solo se representan las especies que contribuyeron con > 5% a la biomasa
total. Las especies que contribuyeron con < 5% se agruparon bajo la denominacion “otras”. Las

letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se
refiere a la estratificacion bien establecida.

La biomasa minima alcanzada (0.04 mg L%) se registr6 en julio, cuando la
muestra estuvo compuesta principalmente por C. elmorei, O. parva, y N. spumigena. La
biomasa maxima para Tf control (10.5mg L?) se registré en el mes de agosto siendo en
este caso, las especies dominantes presentes Epigloeosphaera sp., C. alchichicana,

Amphora sp. y C. elmorei. El promedio anual de la biomasa en Tf control fue de 2 £ 3 mg
L.

En relacion a la dominancia por grupos en estas muestras se observé que las
diatomeas fueron abundantes en casi todo el afio (Fig. 14). Las cianoprocariotas lo
fueron so6lo en un mes (agosto) y las clorofitas no mostraron dominancia en ningun
momento. La composicién de especies en Tf control fueron C. choctawhatcheeana, C.
alchichicana, Epigloeosphaera sp., N. spumigena (Fig. 14).
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La diferencia méas notable de lo descrito antes radica que en Tf control no se
observé un predominio particular de alguna especie del grupo de las clorofitas, como
fue en las muestras de TO.

Tratamiento N+P.

La composicion fitoplanctonica de las muestras Tf N+P estuvo dominada en
términos de frecuencia de aparicion, por las clorofitas en un 85%, seguidas por las
diatomeas con un 78% y, con la menor frecuencia, las cianoprocariotas en un 54% de los
meses (Fig. 15).
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Figura 15. Contribucién en biomasa (%) de los principales grupos fitoplanctonicos en los
tratamientos N+P al final de los experimentos (Tf N+P). Las letras mayusculas indican cada
uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion bien
establecida. Las especies que contribuyeron con < 5% se agruparon bajo la denominacion
“otras”.

Las concentraciones maximas de Clor a correspondientes al tratamiento N+P
final (Tf) alcanzaron su maximo en los meses de abril (10.0 * 1.8 pg Clora L Fig. 20)
aumentando 50 veces mas sobre el inicial (TO), mayo (5.5 + 1.8 pg Clora LY Fig. 21)
creciendo 18 veces mas y junio (5.9 * 0.6 pg Clora L™ Fig. 22) aumentando 13 veces con
respecto al inicio (TO). Los menores valores promedio minimos de clorofila a
encontrados al final de los experimentos para el tratamiento N+P fueron en los meses
de septiembre 2009 (1.3 £ 0.1 ug Clora L"), julio (1.2 £ 0.2 pg Clora L") y septiembre 2010
(0.8+0.1pg Clora LY.
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La biomasa minima (0.064 mg L) se registré en el mes de julio, cuando
dominaron C. elmoreiy M. dibowskii. En contraste, la biomasa maxima (8.3 mg L) se dio
en el mes de febrero, siendo C. alchichicana, M. dibowskii, M. minutum y C.
choctawhatcheeana quienes mas contribuyeron a ella. El promedio anual alcanz6 3.9 +
2.2 mg L™. El promedio anual de biomasa para estas muestras no considera los meses
julio, agosto y septiembre de 2010, ya que se observé la presencia de flagelados y/o
ciliados en las muestras.
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Figura 16. Variacion temporal de la biomasa por especie entre los tratamientos TO y Tf N+P
para 2009-2010. Solo se representan las especies que contribuyeron con > 5% a la biomasa
total. Las especies que contribuyeron con < 5% se agruparon bajo la denominacion “otras”. Las
letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se
refiere a la estratificacion bien establecida.

La composicién fitoplancténica para Tf N+P se dio de la siguiente forma: M.
dibowskii, C. alchichicana, N. spumigena, O. parva, Amphora sp. y C. elmorei (Fig. 16). En
dicha figura resalta que en los primeros siete meses de Tf N+P, las clorofitas son
dominantes en comparacién con TO. Para mayo y junio hubo dominancia por parte de
cianoprocariotas y clorofitas, y se observé el mismo patron que en TO. En los meses
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posteriores se dio una alternancia en la dominancia, primero por clorofitas y después
por diatomeas en Tf N+P.

En cuanto a los grupos fitoplancténicos, la mayor biomasa estuvo dada por las
clorofitas en el periodo comprendido de septiembre 2009 a eneroy en junio y julio. Las
cianoprocariotas fueron dominantes en abril y mayo. Las diatomeas en agosto y
septiembre 2010. En los meses de febrero y marzo, correspondientes a la circulacién, se
observo una dominancia similar entre diatomeas y clorofitas.

Tratamiento N+P+Si.

Para las muestras Tf N+P+Si el grupo de las clorofitas fue el mas frecuente en
estas muestras (69%), las diatomeas ocuparon un segundo lugar (62%) y, con menor
frecuencia, las cianoprocariotas (54%) (Fig. 17).
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Figura 17. Contribucion en biomasa (%) de los principales grupos fitoplanctonicos en los
tratamientos N+P+Si al final de los experimentos (Tf N+P+Si). Las letras mayusculas indican
cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se refiere a la estratificacion
bien establecida.Las especies que contribuyeron con < 5% se agruparon bajo la denominacion
“otras”.

Las concentraciones méximas de Clor a alcanzadas también se registraron en los
mismos meses que para el tratamiento N+P. En abril (7.5 + 1.4 pg Clora L") creciendo 22
veces, en mayo (5.7 + 1.5 pg Clora L") aumentado 10 veces y en junio (8.2+ 1.1 ug Clora L
1 creciendo 16 veces mas con respecto al inicial. Las concentraciones minimas de Clor a
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de 0.9 0.1 ug Clora L se presentaron en septiembre 2009, 1.8 + 0.2 pg Clora L'en julio
y 0.7 £0.1 ug Clora L* en septiembre 2010.

La biomasa minima (0.06 mg L") se registr6 en el mes de octubre, con M.
dybowskii, S. aquatilis y M. minutum. En junio, la biomasa méaxima (33 mg L%) estuvo
representada principalmente por Epigloeosphaera sp. y Amphora sp. Para todo el afio se
alcanzé un promedio de 8.5 + 10.9mg L™ En 9 de los 13 meses de experimentos
aumento la biomasa de estas muestras en relacién con los valores iniciales TO. Los
aumentos mas notables en biomasa se dieron en la estratificacion tardia, circulacion y
estratificacion temprana. En comparacion con Tf control, cuando existiéo dominancia de
diatomeas, en Tf N+P+Si se observd una dominancia de clorofitas hasta la circulacion.

W Otras W Epigloeosphaera sp. B N. spumigena
O S. aquatilis O M. dibowskKii BM. minutum
E Qocystis sp. BO. parva OC. alchichicana
B C. choctawhatcheeana B C. elmorei B Nitzschia sp.
Amphora sp.
35 9 10 y tiempo final NPSi 7
(TT NPSi) 59

| 2009-2010

Biomasa (mg L-1)
o
L

04 - p— — [ ] — — — [
Fog | o | E ol | F g |F o | oa | P o F a8 ol | F ole | oo | oa
= Z = = = = = = = = = = =
= = E E = = = = = = = E =
3 0 N D E F M A M J J A S
EBE E. tardia Circulacion E. temprana ERE

Figura 18. Variacion temporal de la biomasa por especie entre los tratamientos TO y Tf N+P+Si
para 2009-2010. Solo se representan las especies que contribuyeron con > 5% a la biomasa
total. Las especies que contribuyeron con < 5% se agruparon bajo la denominacion “otras”. Las
letras mayusculas indican cada uno de los meses, p. ej.: S-septiembre, O-octubre, etc. E.B.E. se
refiere a la estratificacion bien establecida.
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Las clorofitas dominaron de septiembre a noviembre de 2009, en diciembre
fueron las cianoprocariotas, en enero las diatomeas, en febrero y marzo las clorofitas,
en abril y mayo las diatomeas, en junio las cianoprocariotas y de julio a septiembre
2010, las diatomeas (Fig. 18).

La composicion de especies en Tf N+P+Si fue M. dibowskii, Epigloeosphaera sp.,
M. dibowskii, C. alchichicana, Epigloeosphaera sp. y C. elmorei.

Respecto a TO, se observd que en los primeros meses se dio un cambio de
diatomeas a clorofitas que durd hasta el término de la circulacién. Posteriormente, las
diatomeas cobran mayor relevancia en las muestras N+P+Si respecto a TO lo que se
esperaria hubiese ocurrido en todos los meses.

3. Andlisis estadisticos de los tratamientos.

El andlisis exploratorio de datos (caja y bigote) realizado con los datos de todos
los meses mostro que los tratamientos N+P y N+P+Si siempre resultaron diferentes al
control y al resto de los tratamientos.

El ANDEVA realizado con la concentracién de Clor a en el conjunto de todos los
meses mostré que los tratamientos N+P y N+P+Si siempre mostraron diferencias
significativas (p= 0.00) con respecto al control (Tabla 5). Es decir, los tratamientos N+P
y N+P+Si fueron estadisticamente mayores al resto de los tratamientos y también del
control.

Del mismo modo, al realizar el ANDEVA con la concentracion de clorofila a entre
los tratamientos N+P y N+P+Si para cada mes, los resultados fueron significativamente
diferentes entre si en 8 ocasiones: septiembre 2009, octubre, abril y agosto (Tf N+P con
mayores crecimientos); diciembre, junio, julio y septiembre 2010 (Tf N+P+Si con
mayores crecimientos). Mas adelante se vera que, segun el analisis estadistico, se
dieron diferencias significativas entre N+P y N+P+Si, confirmando que este Ultimo
tratamiento generd un crecimiento mayor al finalizar la estratificacion tempranay en la
bien establecida.
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Tabla 5. Valores del andlisis ANDEVA realizado para cada mes donde se compara la
concentracién del Clor a del control y todos los tratamientos al finalizar los
bioensayos (Los valores en gris representa aquellos tratamientos en donde no
existieron diferencias significativas con el control y en negritas donde si existieron.
Los subindices muestran los subgrupos homogéneos arrojados por la prueba de
Tukey).

MES TRATAMIENTOS ANOVA
control N P Si N+P N+Si P+Si N+P+Si F P
Septiembre 2009| 0.1+ 0.0a |0.1+0.2a| 0.1 +0.1a |0.1+0.0a| 1.3+0.1c 0.1 £0.0a 0.1+0.0a |0.9%0.1b|174.2|<0.001
Octubre 0.3+0.1a |0.2+0.0a| 0.2+0.1a |{0.2+0.0a| 2.8+0.2¢ 0.1 £0.0a 0.2+0.0a |2.5+0.30|363.3|<0.001
Noviembre 0.6+0.1a |0.6+0.1a| 0.4+0.1a |05+0.1a| 3.7+0.30 0.4 +0.1a 0.4 +0.0a |3.7+0.4b|268.8 |<0.001
Diciembre 0.5+0.1a |0.4+0.1a|] 0.3+0.0a |04 +0.0a| 4.2+0.4b 0.3+0.1a 0.3+0.0a |5.3+1.1c|101.4|<0.001
Enero 0.2+0.1a |0.2+0.1a|] 0.1 +0.0a |0.1+0.0a| 4.7 +0.9 0.1+0.1a 0.1+0.0a |4.2+0.80| 81.2 |[<0.001
Febrero 0.3+0.1a |0.6+0.1a|] 0.3+0.1a [0.2+0.0a| 2.2+0.4b 0.5+0.3a 0.3+0.1a |1.8%£0.50| 22.8 [<0.001
Marzo 1.2+02a [1.3+0.3a] 1+01a [0.9+0.2a| 4.0+0.4p 1.3+0.6a 0.8+0.3a |4.1£0.80| 45.6 |[<0.001
Abril 0.8+0.1a,b[2.6 +0.20|0.7 +0.2a,b[ 0.6 + 0.1a [ 10.0£ 1.8d | 1.8 + 0.4a,b | 0.8 £0.2a,b | 7.5+ 1.4¢c| 75.5 [<0.001
Mayo 0.8+0.1a |0.9+0.2a] 0.9+0.2a [0.6+0.2a| 5,5+1.8p 0.6 £0.1a 0.7+0.1a [57+14p| 29.5 |<0.001
Junio 0.4+0.0a |0.5+0.1a|] 0.6 +0.1a |0.5+0.1a| 5.9 +0.6b 0.8 £0.1a 0.6 +0.0a |8.2+1.1c|207.5|<0.001
Julio 0.1+0.0a |0.3+0.5a| 0.1 +0.0a [0.1+0.0a| 1.2+0.20 0.1 £0.0a 0.1+0.0a |1.8%£0.2¢c| 49.3 |[<0.001
Agosto 0.2+0.0a |0.2+0.1a|] 0.3+0.1a [0.1+0.0a| 2.5+0.20 0.1 £0.0a 0.2+0.0a |1.5+0.0c|327.7 |<0.001
Septiembre 2010 0a 0a 0a 0a 0.7+0.1b 0a 0a 0.8+ 0.1c | 586.9 |<0.001
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DISCUSION
Ciclo anual septiembre 2009 a septiembre 2010.

Las condiciones encontradas en el ciclo anual ratifican la clasificacion de
Alchichica como un lago monomictico céalido, con un periodo de circulacion en la época
fria y estratificacion el resto del afio (Lewis, 1983). De esta manera, el patrdn
encontrado se corresponde con lo que describen otros autores para Alchichica (p. ej.,
Alcocer et al., 2000). Asimismo, se encontraron similitudes en la variacion del grosor de
la capa de mezcla (5-62 m) con autores previos (7-62 m, Rodriguez-Rocha, 2011). A
semejanza de Adame et al. (2008) y Oseguera et al. (2011), también se observé que la
temperatura mas baja se dio en la circulacion (febrero y marzo) y la mayor temperatura
en el epilimnion, cuando se da la transicidbn de estratificacion temprana a bien
establecida (junio y julio); la temperatura promedio encontrada en la columna de agua
durante la circulacién para el ciclo anual de este estudio (14.5 + 0.1 °C) coincide
respectivamente con la que reportan dichos autores (14.8 £ 0.4y 14.9 £ 0.3 °C).

El hecho de que las maximas temperaturas del lago se den en los meses previos
al inicio de lluvias, se atribuye a la transferencia de calor por parte de la insolacion y las
relativamente elevadas temperaturas del aire, lo que se relaciona con el
comportamiento registrado por Adame (2005), quien muestra en sus resultados que las
maximas se dieron también en la estratificacion temprana.

De acuerdo con los porcentajes de saturacion de oxigeno en Alchichica en
estratificacion, el epilimnion se encontré siempre cercano al 100% de saturacion,
coincidiendo con Macek et al. (2009); o bien mostré sobresaturacion, ya que este
estrato favorece una apropiada actividad fotosintética (Ortega-Murillo et al., 2011) que
facilita la liberacién de oxigeno al medio. En el hipolimnion, el oxigeno disuelto se agota
tempranamente debido a la descomposicion bacteriana (Alcocer et al., 2000),
alcanzando rapidamente valores de anoxia. Esto genera que, al mezclarse toda la
columna de agua (Oseguera et al., 2011), estas aguas carentes de oxigeno se mezcleny
la concentracion disminuya en la circulacion, cuando se dan valores de subsaturacion.
Como se analizara posteriormente, llama la atencidén que un lago oligotrofico muestre
una anoxia consistente en su hipolimnion, pues se esperaria que una relativamente baja
generacion de biomasa no alcance a agotar totalmente el oxigeno del fondo (Lewis,
2002). Se sabe que las temperaturas registradas en lagos tropicales, incluso en los
oligotroficos, favorecen tanto un metabolismo microbiano més acelerado, como una
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menor disolucion del oxigeno, favoreciendo asi la anoxia en el hipolimnion (Lewis,
1987).

o Limitacion por nutrimentos en el ciclo anual

Las concentraciones maximas de NID y FRS en Alchichica se observan en la
época de circulacion y las minimas en estratificacion. Dicho patrén evidencia que la
disponibilidad de nutrimentos esta controlada, en gran medida, por los cambios en la
profundidad de la capa de mezcla (Lewis, 1978). Oliva et al. (2001) y Ramirez-Olvera et
al. (2009) también han observado ese patrén temporal en la concentracion de
nutrimentos, lo cual es comin para otros lagos tropicales (p. €j., lago Victoria, Crul,
1995). El hecho de que la concentracién maxima de SiRS en Alchichica no se da en
circulacién sino en estratificacion temprana, se deberia a que la circulacion promueve
una liberacién del recurso a lo largo de toda la columna de agua y rapidamente es
aprovechado por las diatomeas en su florecimiento lo que da por resultado que su
concentracion disminuya (Adame et al., 2008; Ardiles et al., 2012).

En cuanto a la limitacion de nutrimentos en Alchichica, los resultados muestran
que el NID resulta ser limitante (con base a las concentraciones absolutas y las
proporciones estequiométricas) la mayor parte del ciclo anual; sin embargo, se sugiere
una co-limitacion potencial en la mayor parte del periodo ejercida por NID y SiRS. Este
hecho se explica porque, muy probablemente, el nitrogeno tiende a perderse en lagos
tropicales por procesos como la desnitrificacion, que es promovida por las
temperaturas relativamente altas y la anoxia (Lewis, 2002). Para el caso del SIiRS,
ademas de su baja concentracion general, parece mostrar un tiempo de reciclaje lento
en Alchichica, como lo sugieren Adame et al. (2008).

Las concentraciones registradas para Alchichica por Ramirez-Olvera et al. (2009)
y Ramos-Higuera et al. (2008) también respaldan una limitacién por NID, cuando se
comparan con el valor propuesto por Reynolds (1999). Ardiles et al. (2012) encuentran
gue el NID es el nutriente limitante para el fitoplancton, seguido del SiRS, que seria
limitante solo para las diatomeas.

La limitacion potencial por SiRS en el lago seguramente esté relacionada con la
baja disponibilidad de este nutrimento en la capa de mezcla antes de que se dé la
circulacién de toda la columna de agua. Sin embargo, aunque en los meses de eneroy
febrero, cuando el lago se encuentra circulando, aumenta la concentracion de SIiRS,
aparentemente se mantiene la limitacién por este elemento debido posiblemente a

43



gue el florecimiento de diatomeas es de tal intensidad que tiene la capacidad de
secuestrar el SiRS disponible (Adame et al., 2008). Por otro lado, Ardiles et al. (2012)
muestran que tanto el flujo de diatomeas como de silice particulado se presenta con
mayor intensidad en la época de circulacién en forma asociada al florecimiento de
diatomeas.

Segun la proporcién Si:P (40:1) las diatomeas estan limitadas por silice la mayor
parte del ciclo anual; sin embargo, este grupo es dominante en biomasa la mayor parte
del tiempo, lo cual podria implicar que el uso que hacen de este recurso para generar su
biomasa contribuya a que sea un recurso limitante. La idea anterior puede relacionarse
con los resultados que encontré Tilman (1977), el cual observdé que Cyclotella
meneghiniana, especie del mismo género que las dos especies de diatomeas
plancténicas de Alchichica, fue dominante a pesar de existir una proporcion Si:P < 10,
indicando con esto que existia una limitacion por silice; asimismo, define que el valor de
la constante de saturacion media es mas bajo en comparacion con el valor para otras
diatomeas que compiten también por este elemento, lo que le da a C. meneghiniana
una ventaja competitiva ante una limitacion por Si. La caracteristica de C. meneghiniana
de poder desarrollarse en aguas con disponibilidad limitada de Si (Tilman, 1977), podria
asociarse con C. alchichicana, y si asi fuera, justificaria su dominancia, en particular en
los meses en los que Si:P < 10 en el lago (septiembre 2009 — marzo 2010).
Desafortunadamente, la disponibilidad de informacion experimental de aspectos
funcionales del fitoplancton son raras (Kruk et al., 2010) y, especificamente, ain no se
genera la informacion suficiente en relacion a la constante de saturacion media de C.
alchichicana (Alcocer y Oseguera, com. pers.)

Por otro lado, la proporcion Si:N podria ser mas importante que la propia
concentracion absoluta de Si, precisamente porque el NID fue limitante todo el ciclo
anual. Dicha proporcién revel6 que en 6 de los meses muestreados, el que limité fue el
SIRS, a pesar de existir una dominancia de diatomeas; por otro lado, en los otros 6
meses en que limitd el NID, no siempre dominaron las cianoprocariotas. Lo anterior
podria reflejar que quiza las diatomeas, por ejemplo, tienen mayor dificultad para
generar biomasa cuando estan limitadas por NID, pues sus requerimientos de SiRS se
pueden cubrir incluso con concentraciones bajas como lo menciona Tilman (1977).

La tendencia muestra que existe limitacion potencial por SiRS de octubre a
febrero, cuando se pasa de un estado de estratificacion tardia a la circulacion, y
después por NID en marzo y abril, en la transicion de la circulacion a la estratificacion.
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En los meses de mayo a septiembre, entre la estratificacion temprana y bien
establecida, no hay un patrén claro ya que se da una alternancia entre NID, FRS y SiRS.
En esta Ultima fase se presenta, ademdas de una baja densidad fitoplancténica en la
capa de mezcla, baja disponibilidad de nutrimentos debido a su agotamiento asi como
a la interrupcion del flujo de nutrimentos reciclados al estar estratificada la columna de
agua. Durante esta época podria ser importante el hecho de que al encontrarse N.
spumigena en el lago se favorezca la liberacion de nitrégeno y por lo tanto, el fosforo se
vuelva limitante.

En relacion con lo anterior y considerando la hipétesis 1 (en la capa de mezcla se
esperaba una marcada limitacién por NID y SiRS durante las épocas de estratificacion
del lago y en particular del silice para diatomeas durante la circulacién), se observa que
los resultados muestran un panorama bastante mas complejo que el planteado
inicialmente. Efectivamente se observan dichas limitaciones, pero se concluye que mas
bien se da una co-limitacion potencial de NID y SiRS y, en temporadas cortas, también
de FRS, y que dicha limitaciébn se ve modulada por la composicion dominante de
especies de fitoplancton en cada temporada, asi como por la hidrodinamica del lago
expresada a través de las épocas de mezcla y estratificacion.

o Composicion especifica, abundancia y biomasa (por clorofilaain vivoy
biovolumen) en capa de mezcla durante el ciclo anual.

Es pertinente sefialar que el numero total de taxa (11) encontrado en las
muestras tomadas en la capa de mezcla durante el ciclo anual es menor al referido (22)
por Rosiles-Gonzalez (2005). La razén es que dicha autora considerd especies
flageladas e incluso algunas muy pequefias. Dichas especies no se consideraron en el
presente estudio porque son dificiles de observar con la técnica de fijacion empleada, y
mas dificiles todavia de determinar. Asimismo, porque el pequefio tamafio de algunas
especies y en general escasa abundancia, hizo que no se observaran usualmente como
dominantes ni en el ciclo anual (ni en los bioensayos). Sin embargo, las especies
previamente registradas para el lago pero que no fueron consideradas en el presente
estudio, no afectan la validez de lo encontrado en este estudio debido a que la
contribucién de éstas a la biomasa global es muy reducida lo que de ninguna manera
invalida los hallazgos y conclusiones mencionados.

El patron de reemplazo fitoplanctonico observado en Alchichica coincide con el
descrito por Rodriguez-Rocha (2011), quien también definié el reemplazo de especies

en términos de biomasa, asi como la presencia de los florecimientos peculiares que se
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presentan en circulaciobn (diatomeas) y en la estratificacibn temprana
(cianoprocariotas).

Los resultados de biomasa por concentracion de clorofila a ratifican que
Alchichica es un lago oligotrofico, ya que presenta concentraciones menores a los 5 pg
L%, tal y como lo mencionan Oliva et al. (2001) y Alcocer et al. (2008). El analisis
realizado segun la hidrodinamica del lago permite observar la relacion esperada con las
concentraciones de clorofila a, siendo en circulacion cuando se presentan las mayores
concentraciones, asociado con una mayor disponibilidad de nutrimentos en la columna
de agua para ser asimilados por el fitoplancton, como demuestran Ramirez-Olvera et al.
(2009) en Alchichica.

Con relacién al florecimiento de Nodularia spumigena en Alchichica, este se da
comunmente en la estratificacion temprana (Oliva et al., 2009); sin embargo, también
reportan otro florecimiento en septiembre de 2002. Dichos autores indican que los
florecimientos de esa cianoprocariota pueden variar en intensidad y tiempo, por lo que
los resultados encontrados en este trabajo muestran que se trata de un florecimiento
lo que se observa en el mes de septiembre 2010. Para aportar datos acerca de que los
parametros fisicoquimicos son los que promueven la proliferacion de cianoprocariotas
fijadoras de nitrdgeno atmosférico (Alcocer et al., 2008), se constat6 que en dicho mes
se presentd una de las mayores temperaturas registradas, asi como una mayor
disponibilidad de luz en el lago (Oseguera, com. pers.) y una muy baja concentracion de
nitrégeno, en comparacion con las concentraciones registradas para la estratificacion
temprana. Por lo anterior, la presencia de Nodularia spumigena en el mes de septiembre
de 2010 puede ser explicada por factores favorables (temperatura y limitacién de Ny,
probablemente, una falta de competencia por parte de otras especies, Sykes, 1974).

La razon de que el hipolimnion del lago se torne rapidamente andxico, a pesar
de ser oligotréfico, se puede explicar por diversas causas. Lewis (1987) menciona que la
concentracion de oxigeno en la estratificacién, la productividad y profundidad de un
lago, son factores que determinan la concentracion de oxigeno disuelto en el
hipolimnion. En un lago tropical con temperaturas relativamente altas (favorece altas
tasas de consumo de oxigeno), que presenta una baja productividad y un periodo de
estratificacion extenso, como el caso de Alchichica, se favorece a que el hipolimnion se
torne anoxico rapidamente, como lo expone Lewis (2002). Especificamente en
Alchichica, se ha observado que el momento del afio en que el hipolimnion se vuelve
anoxico se relaciona con el tamafo y cantidad de fitoplancton que domina en el lago.

Asi, por ejemplo, cuando la fraccion grande se desarrolla -entre mayo-junio (Adame et
46



al., 2008)- es dificil que sea comida por el zooplancton, por lo tanto, aunado a su
facilidad de hundimiento, llegara con més facilidad al fondo; por el contrario cuando la
fraccidn pequefia domina entre marzo-abril (Adame et al., 2008), es mucho mas facil
aprovechada por el zooplancton ademas de que tarda mucho en llegar al fondo, o bien,
se degrada mucho antes en la columna de agua.

Los resultados encontrados permiten aceptar la hipotesis 2 la cual implica que la
disponibilidad de nutrimentos en la capa de mezcla modifica la composicion de
especies y la biomasa del fitoplancton, ratificando lo que estudios previos (Oliva et al.,
2001; Adame et al., 2008) asumian.

Modificaciones de las condiciones naturales (ciclo anual) por enriguecimientos
(bioensayos).

Las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo y sin adicién de
nutrimentos, propicié una dominancia de las diatomeas en Tf control durante la
mayoria de los meses (excepto en agosto). La persistencia de dicho grupo ante las
condiciones experimentales podria deberse a que son algas que requieren una baja
concentracion de nutrimentos -puesto que estan adaptadas a un ambiente oligotroéfico-
, debido a las reservas internas que acumulan en su interior, logrando subsistir ante un
déficit de nutrimentos en el sistema, como sugiere Tilman (1977). Pareceria llamar la
atencion que en este medio sean las diatomeas las dominantes, por motivo de
adaptarse mejor a condiciones de limitacion, cuando usualmente se considera que el
grupo que presenta mejores condiciones de adaptabilidad serian las cianoprocariotas.
Sin embargo, esto es asi en condiciones de mayor concentracién de nutrimentos, al
menos de FRS, lo que no se observa en Alchichica. Si se comparan las concentraciones
méximas de FRS en Alchichica (20.4 * 3.1 ug L* en febrero) con las de lagos eutréficos
tipicamente dominados por cianoprocariotas (30.8 £ 23.2a 96.2 + 130.2 pg L, Carrasco-
Gata, 2007; 79.98 pg L”, Jiménez-Arreola, 2010), se observa que en Alchichica dichas
concentraciones son menores, a pesar de ser un lago alcalino-sédico (condicion
guimica que favorece mayores concentraciones de fosforo en la columna, Blomqvist et
al., 2004), lo que -en todo caso- resulta acorde con la condicion de oligotrofia del lago.

Al realizarse los enriquecimientos, se observa que N+P y N+P+Si son los
tratamientos que provocaron una mayor respuesta del fitoplancton. Numerosas
investigaciones dan muestra de ello (Levine et al., 1997; Lopez y Déavalos-Lind, 1998;
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Bernal-Brooks et al., 2002; Bernal-Brooks et al., 2003; Ramirez-Olvera et al., 2009;
Ramos-Higuera et al., 2008). Sin embargo, Unicamente Levine et al. (1997) utilizaron
silice en sus tratamientos, aunque sin obtener el crecimiento importante que ellos
esperaban de las diatomeas.

El hecho de que el tratamiento N+P es uno de los que promueven una respuesta
importante en el crecimiento de la biomasa del fitoplancton ha sido explicado por
diversos autores. Harpole et al. (2011) mencionan que puede darse una co-limitacion
simultanea, esto es, cuando se dan respuestas en la biomasa solo si dos recursos se
afiaden simultdneamente. Levine et al. (1997) observaron una respuesta importante en
el crecimiento del fitoplancton debido a que en una comunidad pueden existir especies
dominantes limitadas por fésforo y que también tienen un pobre aporte de nitrégeno,
por lo cual, al afadir solo fosforo, se induce automaticamente una limitacion por
nitrégeno. Elser et al. (1990) resumen con claridad este efecto al decir: “la baja
frecuencia en las respuestas detectables al enriquecimiento de un solo nutriente, en
comparacion con las respuestas obtenidas en los enriquecimientos combinados, resulta
consistente con el punto de vista de que el nitrégeno y el fosforo se encuentran en el
medio en escasez relativa, por lo que el enriguecimiento de uno de ellos sin el otro
genera Unicamente una breve mejoria en el crecimiento, esto es, hasta que se produce
la escasez del otro nutriente. Pero cuando se adicionan tanto nitrogeno como fosforo,
la mejoria en el crecimiento algal se sostiene al grado de generar respuestas
substanciales, por ende, detectables”. Dicho efecto fue precisamente lo que se
observo en el presente trabajo.

Ahondando en esto, los grupos que resultaron beneficiados tras el
enriqguecimiento N+P en Alchichica fueron las clorofitas seguidas de las
cianoprocariotas, mientras que en el enriquecimiento N+P+Si fueron las
cianoprocariotas y clorofitas en la primera parte del estudio y las diatomeas en la
segunda. Lo anterior se interpreta en forma diferencial dependiendo de los grupos y
especies involucradas.

El éxito de las clorofitas seguramente radica en las diferentes estrategias
fisioldgicas que poseen. Por ejemplo, Aparecida et al. (2011) muestran en sus resultados
que el fosforo resuspendido del sedimento es una fuente importante para las
clorofitas. La clorofita Monoraphidium dibowskii, del mismo modo que Monoraphidium
minutum, se caracteriza por aprovechar muy bien los pulsos de nutrimentos (Ramos-
Higuera, 2008), por lo que muestran un rdpido crecimiento. De hecho, el género
Monoraphidium se asocia a ambientes enriquecidos, altas concentraciones de fésforo y
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proporciones N:P bajas (Aparecida et al., 2011). Tanto Ramos-Higuera et al. (2008) como
Ramirez-Olvera et al. (2009) registraron una mayor biomasa de clorofitas al término de
los bioensayos en el tratamiento N+P.

En el caso de las cianoprocariotas (en este caso, Nodularia spumigena), que son
dominantes en abril y mayo para N+P, ademas de presentar la habilidad de fijar N,
atmosférico, pueden almacenar nutrimentos metabdlicos esenciales dentro del
citoplasma (p. €j., grdnulos de polifosfatos, Carrasco-Gata, 2007), tanto en condiciones
de suministro excesivo como ante limitacion de nitrogeno (Aparecida et al., 2011).
Adicionalmente, N.spumigena presenta aerotopos (Oliva et al., 2009), estructuras que
tienden a llenarse de gas (proporcionando flotabilidad) con la fotosintesis lo cual
ademas contribuye a que se encontrara a la especie en la Zyxdurante dichos meses.

Rosiles-Gonzalez (2005) encontro en Alchichica una dominancia o al menos altas
densidades de Epigloeosphaera sp. (con la caracteristica de presentar colonias
mucilaginosas) en época de estratificacion, al mismo tiempo que concentraciones
relativamente altas de nutrimentos (NID en un intervalo de 0.4 a 11.5 uM y FRS de 0.1 a
0.4 uM). Esto mismo coincide con la dominancia de Epigloeosphaera que se registré en
este estudio en los meses de diciembre 2009 y julio 2010 y durante los cuales las
concentraciones promedio de NID fueron de 2 y 2.5 yM, respectivamente para
diciembre y julio, adicional a 0.42 y 0.10 uM de FRS para cada mes. Dichos valores se
encuentran dentro de los intervalos obtenidos por Rosiles-Gonzalez (2005), por lo que
la dominancia de Epigloeosphaera sp. queda explicada.

Tien et al. (2002) mencionan que la presencia de mucilago en el fitoplancton,
como en el caso de Epigloeosphaera sp., se relaciona con una mayor acumulacién de
nutrimentos en éste en comparacion con la del medio, por lo que no seria de extrafiar
ver cianoprocariotas con presencia abundante de mucilago creciendo en condiciones
de deficiencia de nutrimentos.

De este modo, las cianoprocariotas dominantes en los bioensayos demuestran
gue mediante diferentes adaptaciones logran asegurar su sobrevivencia ante un
escenario en donde diferentes caracteristicas del medio son modificadas (p. €j., luz 'y
nutrientes) como lo es en los bioensayos.

Se esperaba que el tratamiento N+P+Si fuera especialmente ventajoso para las
diatomeas debido a que se adiciona silice que, como se menciond anteriormente, en
Alchichica se encuentra en bajas concentraciones. Este elemento es indispensable para
construir las frdstulas de las diatomeas (Falciatore y Bowler, 2002; Reynolds, 2006). Sin
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embargo, otras investigaciones han encontrado que las diatomeas no muestran
crecimiento con la adicidn de silice. Por ejemplo, Ault et al. (2000) encontraron que al
cuarto dia de bioensayos se dio una disminucién importante (<10 cel ml*) de Cyclotella
sp. en relacién con la muestra inicial (150 cel ml?), tanto en el tratamiento N+P como en
N+P+Si. A pesar de ello, dichos autores no aportaron una explicacién concluyente para
sus hallazgos.

En otros trabajos similares en donde se incluyo silice (p. €j., Levine et al., 1997),
tampoco existié un impacto aparente en el crecimiento de diatomeas. Se atribuye este
hecho a que no se registraron concentraciones de silice menores a 3.5 uM (o bien, 48.4
ug L") durante la investigacion, ya que se considera que dicho valor es limitante para las
diatomeas (Schelske y Stoermer, 1972). Para el presente trabajo las concentraciones de
silice registradas en el lago se encontraron por debajo o cerca del valor antes
mencionado (48.4 pg L") en seis meses (septiembre 2009-febrero). Por otro lado,
tomando en cuenta la concentracion propuesta por Interlandi et al. (1999; 100 pg LY,
pudo existir limitacion potencial por silice en el mismo periodo de septiembre 2009 a
febrero y también en junio, agosto y septiembre de 2010; se esperaria que el
tratamiento N+P+Si hubiera ejercido un efecto positivo para las diatomeas en los nueve
meses en que ocurrié esto, lo cual no fue totalmente asi ya que solo para agosto y
septiembre se observo una dominancia de diatomeas aunque alcanzaron una biomasa
relativamente escasa.

Otro factor que pudo haber afectado negativamente el crecimiento de las
diatomeas en los bioensayos es la intensidad de luz utilizada, ya que -como se
menciond antes- pudo haber ejercido algun efecto inhibitorio para las diatomeas.
Especificamente, en Alchichica parece haberse detectado que C. alchichicana muestra
una “preferencia” por condiciones de poca luz (Rodriguez-Rocha, 2011), ya que ante tal
escenario es como se observan las mayores densidades en la época de circulacion
invernal donde la luz es mas tenue, hay menos horas luz al dia y mayor turbidez (Oliva
et al., 2006), o bien, en la época de estratificacion cuando forma el maximo profundo
de clorofila (DCM, por sus siglas en inglés; Ardiles et al., 2012) en el metalimnion, donde
se registran valores ~ 1% del PAR superficial (Alcocer et al., 2008). Rodriguez-Rocha
(2011) sefiala que, del total de clorofila a en la columna de agua, casi el 50% se atribuye
al DCM, donde domina en biomasa Cyclotella spp. (Rosiles-Gonzalez, 2005).

Ademas existe evidencia de que a pesar de que algunas especies de diatomeas
desarrollan la capacidad de fotoproteccion cuando son sometidas a estrés por luz (Zhu
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y Green, 2010), no logran aumentar considerablemente su crecimiento con el
enriguecimiento en silice.

Lo descrito hasta aqui permite aceptar parcialmente la hipétesis 3, pues el
tratamiento N+P favorece la biomasa de clorofitas y cianoprocariotas; sin embargo, la
adicion de N+P+Si no parece favorecer sustancialmente la de diatomeas.

CONCLUSIONES

Con relacion a la primera hipétesis que enunciaba “en la capa de mezcla se espera
una marcada limitacion de nutrimentos por NID y SiRS durante las épocas de
estratificacion del lago, y en particular del SiRS para diatomeas durante la circulacién”:

1 Los resultados de los bioensayos confirman solo parcialmente la hip6tesis. Por
un lado, los incrementos més marcados, tanto de biomasa como de
concentracion de clorofila a, se dieron en los bioensayos correspondientes a la
época de estratificacion indicando que es la época en la que el fitoplancton esta
mas limitado. Sin embargo, los resultados mostraron que:

2. Existe una co-limitacibn de NID y FRS (y no por NID y SiRS) durante la
estratificacion, mientras que en la circulacion, tanto la concentracion del SiRS
como la proporcion estequiomeétrica indicaron que fue limitante en dos de los
tres meses de la circulacién del mismo modo que para NID.

3. Sélo cuando fueron adicionados conjuntamente varios nutrimentos se promovié
un aumento notable en la biomasa fitoplancténica; ningin nutrimento
adicionado en formato individual promovié un crecimiento fitoplancténico
superior al registrado en el control.

Con relacién a la segunda hip6tesis que enunciaba que “la disponibilidad de
nutrimentos (cantidad y proporcién) tendra efecto en los cambios en la composicion de
especies y biomasa del fitoplancton a lo largo del ciclo anual”:

4, Se evidencié que la adicién combinada de nitrégeno y fésforo con o sin silice
(tratamientos N+P y N+P+Si) promovieron un incremento en la concentracion
de clorofila ay la biomasa fitoplanctonica.

5. Se indujeron cambios considerables en la composicion del fitoplancton con
respecto al control. El cambio mas notable fue el reemplazo de una dominancia

de diatomeas (TO y Tf del tratamiento control) a una dominancia de clorofitas y
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cianoprocariotas (Tf de los tratamientos N+P y N+P+Si), principalmente en
épocas de estratificacion.

Con relacién a la tercera hipétesis, que propone que “el tratamiento con adicion

de N+P favorecera un aumento de biomasa en los grupos de clorofitas y cianoprocariotas,
principalmente, mientras que el tratamiento con adicion de N+P+Si favorecerd, ademas, el
aumento de biomasa en el grupo de las diatomeas” se encontro que:

6.

Efectivamente el enriquecimiento con N+P favorecio el aumento en la biomasa
de clorofitas y cianoprocariotas, particularmente la clorofita Monoraphidium
dybowskii y la cianoprocariota Epigloeosphaera sp.

Por otro lado, el enriquecimiento con N+P+Si tuvo un efecto similar al
mencionado para el N+P, favoreciendo el aumento en la biomasa de clorofitas y
cianoprocariotas, aunque la biomasa de diatomeas en el tratamiento N+P+Si
también fue mayor a la que alcanzaron en el tratamiento N+P. Esto es, el
tratamiento N+P+Si no favorecio particularmente a las diatomeas.

Cabe hacer notar que los mayores incrementos en la biomasa de las diatomeas
en el tratamiento N+P+Si se presentaron durante la estratificacion temprana y
bien establecida, mas que en la circulacion. Lo anterior es probablemente
debido a que, sobre todo en la estratificacion temprana, existe una mayor
disponibilidad tanto de NID y SiRS en el lago, ademés de una relativa estabilidad
en la columna de agua.

La falta de la respuesta de las diatomeas esperada ante la adicion de silice, en
particular durante la circulacion, parece ser mas atribuible a una disminucién en
la disponibilidad de nitrégeno en particular y quizas de fésforo, que por la
disminucién del silice al nivel limitante. Otra posibilidad es que la intensidad
luminica utilizada, aun siendo la promedio de la Zyx haya sido muy elevada,
considerando que los dos desarrollos masivos de diatomeas que se presentan
en el lago (florecimiento invernal y DCM) se realizan bajo condiciones
particularmente tenues de luz.
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RECOMENDACIONES

En este apartado se pretende exponer algunos aspectos que se cree son
importantes considerar en trabajos préximos respecto al tema desarrollado con
anterioridad y que se considera, por la experiencia, deben manejarse con especial
atencion.

De las condiciones ambientales manejadas en los bioensayos y que se observo
pudo haber causado algun tipo de estrés en las especies, en particular en las diatomeas
gue son dominantes en biomasa, es la intensidad de luz utilizada puesto que, como se
ha mencionado antes, es una intensidad que parece encontrase por encima de la que
se ha utilizado en otros trabajos sobre bioensayos de enriquecimiento con
nutrimentos. Asimismo, las condiciones bajo las cuales se desarrollan de mejor manera
las diatomeas en Alchichica, son caracteristicamente de luz tenue.

De mayor ayuda seria contar con las concentraciones de nutrimentos al finalizar
los bioensayos con la finalidad de conocer el estado de los mismos y que sirva de
referencia para conocer la cantidad que posiblemente fue aprovechada por el
fitoplancton.

Durante la revision de bibliografia relacionada con el tema fue posible detectar
que en los Ultimos afios es comun la utilizacién de una metodologia novedosa en la
investigacion del papel que juegan los nutrimentos sobre el fitoplancton. Algunas de
ellas tienen que ver con la utilizacion de monocultivos de especies cuando se requiere
estudiar una especie en particular, lo cual vendria bien para generar este tipo de
informacién para las especies de Alchichica. Otros estudios utilizan la biologia
molecular (p. ej., actividad de la fosfatasa alcalina o las proporciones proteinas-
carbohidratos; Amand et al., 1989), que aplicados a la par con bioensayos de
enriguecimiento, permite comparar y complementar los resultados que se obtienen.

Lo anterior es posible ya que, por un lado se evalla la respuesta fisiol6gica de las
especies que da informacion de las condiciones dentro de las células, y por otro, los
cambios que se presentan en la composicion de especies lo cual refleja la influencia del
ambiente sobre las diferentes especies. EI manejo de NIFTs (nutrient-induced
fluorescent transient, por sus siglas en inglés) también son recomendables dado que
indican la limitacién de nutrimentos particulares mediante la deteccion de cambios en
la fluorescencia tras la adicién de nutrimentos (Holland et al., 2004).
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