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BACT, ASi MISMO SE INDICAN LAS ABREVIATURAS UTILIZADAS PARA LAS VARIABLES LIMNOLOGICAS
POTENCIAL DE HIDROGENO: PH, FOSFORO SOLUBLE REACTIVO: FSR, FOSFORO TOTAL: FT Y OXiGENO

DISUELTO: OXiGENO 43

FIG. 12 A) VISTA NORESTE DESDE LA CIMA DEL CRATER QUE CONTIENE AL LAGO ATEXCAC DURANTE EL
FLORECIMIENTO DE NODULARIA. B) AGLOMERACION DE LA CIANOBACTERIA A ORILLAS DEL LAGO

ATEXCAC. 47
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RESUMEN

Se determind la abundancia relativa y la distribucién espacio-temporal del Dominio
Bacteria, Archaea y de ciertos grupos especificos con la técnica de CARD-FISH (por
sus siglas en inglés: hibridacion in situ fluorescente a través de la deposicion del
reportero catalizador) durante el proceso de mezcla y de estratificacion en la
columna de agua del lago Atexcac para el afio 2014. La abundancia de Bacteria y
Archaea en Atexcac, registraron variabilidad espacial y temporal relacionado con el
régimen hidrodinamico del sistema; en la estratificacién térmica se asociaron con la
variacion en la concentracion de nutrimentos y oxigeno disuelto. Las mayores
abundancias de Bacteria en Atexcac se registraron en la termoclina, mientras que
el epilimnion registré las menores abundancias y un descenso gradual hacia el
hipolimnion. El dominio Archaea presenté abundancias menores a lo obtenido por
el dominio Bacteria, siguiendo un patron inverso. Las abundancias relativas de los
grupos especificos bacterianos registraron variacion en las fases hidrodinamicas del
lago, atribuible principalmente a la distribucion en la concentracion de nutrimentos.
La abundancia de la clase Alphaproteobacteria se restringié a la estratificacion
temprana, de ésta el subclado LD12 presenté mayores abundancias hacia el
hipolimnion durante todo el periodo de estudio, mientras el género Paracoccus
registr6 las mayores abundancias en el epilimnion durante la estratificacion
temprana y bien establecida, con un comportamiento inverso durante la
estratificacion tardia. Betaproteobacteria fue la mas abundante hacia el hipolimnion
y epilimnion, con minimas abundancias en el metalimnion. Gammaproteobacteria y
los fila Planctomycetes y Bacteroidetes presentaron una distribucion mayor hacia el
fondo del sistema. Por otro lado, Deltaproteobacteria y el filo Actinobacteria
registraron un comportamiento similar con maximas abundancias en el epilimnion y
un descenso hacia el hipolimnion.



1. INTRODUCCION

El estudio de la comunidad microbiana y la importancia de estos microorganismos
como los principales impulsores de los ciclos biogeoquimicos en ambientes
acuaticos, fue registrado por primera vez en la década de 1940 permitiendo
reconocer tempranamente el papel de la comunidad microbiana en la regeneracion
y movilizacién de nutrientes en las redes troficas de los ambientes acuaticos,
poniendo de manifiesto que los microorganismos conducen la mayoria de las
transformaciones de los elementos en los ecosistemas acuaticos (Lindeman, 1942;
Schattenhofer et al., 2009).

El entendimiento de las interacciones entre estos organismos y su medio
responde a un gran numero de variables espacio-temporal y este representa uno de
los principales retos a los que se enfrenta la ecologia microbiana hoy en dia (Mullins
et al., 1995; Schauer et al., 2003); pues aun cuando ya se conoce la forma en que
algunas de estas impactan en la calidad del agua y como participan en los ciclos
biogeoquimicos de los sistemas acuaticos gran parte de lo que estas efectuan sigue
siendo poco conocido, es aqui donde las investigaciones en ecologia microbiana
basadas en el uso de herramientas moleculares han logrado establecer algunas de
las caracteristicas y diferencias de estos microorganismos, permitiendo
aproximarse a los factores que intervienen en el origen y su desarrollo (Escalante
et al., 2008).

Las herramientas de biologia molecular utilizadas en la ecologia microbiana,
se centran en la combinacién de las técnicas de cultivo, moleculares y de
metagendmica, para poder abordar el estudio de la diversidad metabdlica y
fisiolégica de las muestras de ambientes naturales y han dado un acceso sin
precedentes al conocimiento de la diversidad genética y la composicion de la
comunidad de bacterias de diversos ambientes acuaticos (Amman et al., 1995;
Torsvik et al., 1998), al mismo tiempo mediante estas herramientas se ha logrado
identificar parte de los procesos que generan y mantienen a los organismos

procariontes que son numéricamente dominantes y como se distribuyen en tiempo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schattenhofer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19453607

y espacio en medios naturales (Whittaker et al., 2001; Hughes et al., 2006; Newton
etal., 2011a).

Morfologicamente el picoplancton procarionte es simple: cocos, bacilos y
filamentos en algunos grupos con tamafios de entre 0.2-3 ym, y pueden pertenecer
a los Dominios Archaea y Bacteria (Woese et al., 1990). La proporcion de
procariontes que habita en los ambientes acuaticos cerca del 90% son del dominio
Bacteria y Archaea puede oscilar alrededor del 1-10% (Aravalli et al., 1998;
Massana y Logares, 2013). La abundancia y la actividad de la composicion del
plancton procarionte han sido poco investigado en los ambientes lacustres asociado
con la heterogeneidad del ambiente en comparacion con los estudios realizados en

el océano (Stocker, 2012).

Para la determinacion taxonémica de los grupos procariontes, asi como de
sus funciones metabdlicas y relaciones espacio-temporal dentro de la comunidad
acuatica microbiana en su ambiente natural, se han empleado exitosamente las
técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH por sus siglas en inglés de
fluoresecent in situ hybridization) y su complemento denominado deposicion del
receptor catalizador (CARD por sus siglas en inglés de Catalyzed Reporter
Deposition) (Amman et al., 2001; Salcher et al.,2011).

Debido a la escasa diferencia que se presenta entre los grupos procariontes,
los métodos moleculares FISH y CARD-FISH permiten una adecuada identificacion,
de los microorganismos de ambientes acuaticos mediante la combinacién de la
precision de la biologia molecular con la informacion visual del microscopio de
epifluorescencia (Moter y Gobel, 2000). Se tiene registro de que estas técnicas se
han empleado exitosamente tanto con muestras cultivadas como naturales; donde
ambas técnicas moleculares son mas eficaces contra los métodos tradicionales
basados en el aislamiento de microorganismos en medios de cultivo, que muchas
veces necesitan de periodos largos de incubacion, asi como el empleo de medios
complejos y enriquecidos, en donde en ocasiones no reflejan la poblacién o



condicion exacta de las comunidades bacterianas presentes en el sistema (Amann
et al., 2001; Josephson et al., 2009).

Sin embargo, dado que las bacterias en sus ambientes acuaticos naturales
tienen una actividad metabdlica celular baja, un lento crecimiento y un bajo
contenido de acido ribonucleico ribosomal (ARNr) (Hoshino et al., 2008; Morita,
1997) la intensidad de la sefial de la hibridacion del plancton procarionte es
frecuentemente baja y se encuentra por debajo de los limites de deteccién, o se
pierde con la fluorescencia de fondo esto es frecuente en el uso de la técnica de
FISH ; es por ello, que se ha optado por el uso de sondas marcadas con peroxidasa
de rabano picante (HRP por sus siglas en inglés de HorseRadish Peroxidase) en
combinacion con CARD y un marcador fluorescente de tiramida (Pernthaler et al.,
2002).

Algunos estudios realizados por medio de la técnica de FISH en lagos
vecinos a Atexcac son un punto de comparacion para este estudio, pues permite
tener una idea general sobre la composicidon del picoplancton procarionte ya que
estos sistemas acuaticos comparten caracteristicas similares a este lago, dichos
estudios son los trabajos realizados por Hernandez-Avilés et al. (2010) y Bautista-
Reyes y Macek (2012); donde el propdsito del primer estudio fue describir la
dinamica del ensamblaje plancténico de los procariontes unicelulares, mientras que
en el segundo estudio fue identificar y cuantificar a los procariontes en el interior de

células de ciliados.



1.1 Grupos de picoplancton procarionte.

La composicién de los dominios y taxones frecuentemente difiere marcadamente
entre los distintos ambientes acuaticos (Yannarell y Triplett, 2005; Newton et al.,
2011b; De-Wever et al., 2005) donde hay evidencia sobre algunos grupos de
microorganismos que tienen distribuciones geograficamente restringidas debido a
limitaciones en dispersion (Papke et al., 2003, Hughes et al., 2006) y aislamiento
geografico (Papke y Ward 2004), ademas que existen también datos sobre
endemismos microbianos (Whittaker et al., 2003) y patrones espacio-temporal de
diversidad microbiana no azarosos (Horner-Devine et al., 2004) como puede ser el

caso de los lagos de la cuenca oriental donde se ubica el lago de Atexcac.

De manera general la importancia de las Archaea se debe a su papel dentro
de los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrogeno, amonio, azufre (Brochier-
Armanet et al., 2008; Dubey et al., 2015). El dominio Archaea se identifico por medio
de la sonda ARCH915; la cual generalmente se une también inespecificamente a
algunas bacterias (Pernthaler et al., 2002) y Picocianobacterias (Pcy) (Teira et al.,
2004; Callieri et al., 2009; Callieri et al., 2014). Este dominio se divide en tres

grandes fila: Euryarchaeota, Crenarchaeota y Thaumarchaeota.

El filo Thaumarchaeota se considera dentro de los microorganismos mas
abundantes pertenecientes a las Archaea en los suelos, océanos y ambientes
epicontinentales. Inicialmente fue clasificado como Crenarchaeota mesodfilas, sin
embargo, por medio de gendémica comparada se ha revelado recientemente que
forman un filo independiente. El filo Thaumarchaeota detectado por la sonda
CRENS537 tiene como objetivo la deteccion del grupo MG1.1a con preferencia hacia
ambientes salinos (La Cono et al., 2012; Callieri et al., 2014; Coci et al., 2015). Este
filo propuesto por Brochier-Armanet et al. (2008), incluye a organismos amoniaco-
oxidantes y desempenan un papel importante en el ciclo biogeoquimico del

nitrégeno (Callieri et al., 2015).



El Dominio Bacteria incluye a las bacterias heterotroficas las cuales son
consideradas como los microorganismos mas abundantes en suelos y agua, donde
su aportacion en biomasa es muy importante en los sistemas acuaticos, ademas de
ser excelentes organismos asimiladores de materia organica disuelta (MOD), los fila
que mas se han reportado para los sistemas acuaticos son Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes y Cyanobacteria, (Ducklow, 2000;
Mulholland et al., 2002).

Del filo Cyanobacteria, las Picocianobacterias (Pcy) quedan incluidas
funcionalmente en el picoplancton procarionte autotréfico (PPA) y son consideradas
dentro de esta clasificacion por tamafno por sus dimensiones entre 0.2 y 3 um de
diametro (Stockner et al., 2000) las cuales tienden a estar en mayor proporcién en

lagos oligotréficos y mesotroficos (Callieri et al., 2012).

El filo Proteobacteria es uno de los principales y mas numeroso dentro del
dominio Bacteria; este filo ha sido establecido a través de secuencias de ARNry en
él se incluyen la mayoria de las bacterias quimioorganoheterétrofas Gram-negativas
(Gupta, 2000) siendo principalmente anaerobias facultativas. Las clases distintivas
del filo Proteobacteria son designadas por letras griegas. Particularmente en los
sistemas acuaticos epicontinentales, las clases Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria son la de mayor relevancia ecoldgica
(Newton et al., 2011b).

La clase Alphaproteobacteria es uno de los mayores componentes
bacterianos de las comunidades microbianas, es abundante en ambientes salinos y
registra comunmente una correlacion positiva entre la abundancia relativa y un bajo
contenido de salinidad en un sistema acuatico (Kirchman et al., 2005); esta clase
tiene la habilidad para competir por los sustratos organicos e inorganicos y es
abundante en ambientes cuya condicion es oligotrofica, siendo capaces de crecer
a bajas concentraciones de nutrimentos, donde se ve favorecida al tener un alto
metabolismo (Cottrell et al., 2000; Hagstrom et al., 2002; Eiler et al., 2003; Salcher
et al., 2005; Wu et al., 2006).



Dentro de esta clase el género Paracoccus incluye microorganismos Gram-
negativos aerobicos que presentan una morfologia cocoide, todas las especies que
comprenden a este género exhiben una similitud genética que va del 93.5 al 99.8
%; este género esta asociado con la desnitrificacion y crecen favorablemente en
ambientes naturales y de cultivo en temperaturas que van desde los 15 a 37 °C con
un pH de 6.5 a 8.5 (Ludwig et al., 1993; Kelly et al., 2006).

El subclado LD12 también forma parte de la clase Alphaproteobacteria y
pertenece al orden de las Pelagibacterales, que fue posteriormente nombrado como
LD12 (Zwart et al., 2002), este fue descubierto en 1996 en un lago del Artico (Bahr
etal., 1996). Actualmente se le conoce a este grupo como el subclado LD12: SAR11
IlIb de agua dulce (Herlemann et al., 2014) y es un grupo hermano monofilético del
linaje dominante de las ultramicrobacterias de vida libre en aguas marinas SAR11,
con el que comparte un 86.6% de similitud (Zwart et al., 2002; Herlemann et al.,
2014), se cree que LD12 forma una mayor proporcion de la comunidad bacteriana
en condiciones de baja productividad, caracterizadas por una elevada transparencia
del agua y baja biomasa de fitoplancton, lo que corresponde con condiciones

oligotroficas (Herlemann et al., 2014).

El parecido genético que tienen ambos grupos monofiléticos se debe a que
se cree que el grupo LD12 probablemente se originé a partir de raros eventos de
transicion de las bacterias SAR11 marino a ambientes dulces (Logares et al., 2010),
pues sorprendentemente, estas transiciones han aparecido pocas veces y esto
contribuy6 a la aparicion de linajes SAR11 genéticamente distintas. La razén para
la transicion de este grupo de ambiente salino a agua dulce actualmente no se
conoce, pero se ha sugerido que la comunidad del bacterioplancton puede variar
dramaticamente en escalas de tiempo muy cortas por medio de varios cambios
adaptativos (Heinrich, 2015). La informacion sobre LD12 es actualmente limitada;
sin embargo, en fechas recientes este grupo fue investigado usando la sonda LD12-
121 con muestras obtenidas de ambientes oligohalino (2.7 g L-') a un mesohalino
(13.3 g L") en donde se obtuvo una deteccién positiva de este grupo (Herlemann et



al., 2014). La presencia de bacterias metabdlicamente activas de SAR11-IlIb en
aguas oligohalinas-mesohalinas demuestra la capacidad de este grupo para

adaptarse facilmente a nuevas condiciones ambientales (Piwosz et al., 2013).

La clase Betaproteobacteria presenta una elevada heterogeneidad espacial
y temporal en los ambientes lacustres, asi como una tendencia a disminuir su
abundancia con la salinidad del agua (Glockner et al., 2000; Wu et al., 2006),
ademas de que esta clase tiende a predominar en ambientes de agua dulce (Zwart
et al., 2002; Glockner et al., 2000; Wu et al., 2006).

Gammaproteobacteria es una de las clases mas amplias de Proteobacteria,
incluye una gran variedad de tipos fisioldgicos, son anaerobias facultativas Gram-
negativas, se encuentran principalmente en habitats acuaticos, aunque algunas son
aerobias y unas cuantas especies pueden utilizar los nitratos como aceptores
terminales de electrones a través del proceso denominado respiracién anaerobia. A
Gammaproteobacteria pertenecen también las bacterias purpuras del azufre
(Tortora et al., 2010). Las Gammaproteobacteria y las Alphaproteobacteria, son
abundantes en el océano, dado que su abundancia relativa se incrementa con la
salinidad (Wu et al., 2006; Biers et al., 2009), no siendo particularmente abundantes

particularmente en lagos de agua dulce (Zwart et al., 2002).

A la clase Deltaproteobacteria pertenecen las bacterias reductoras (BSR) del
azufre y del sulfato (Fréstl y Overmann, 2000), estas bacterias junto con las
desnitrificantes han sido importantes organismos a través de la historia de la tierra,
ademas de que son parte importante de los tapetes microbianos, donde se cree que
estos microorganismos pueden ser responsables de hasta un 80% de la oxidacién

de carbono de los sedimentos marinos (Eckert et al., 2002).

El filo Actinobacteria es de los mas diversos en el sentido taxonémico,
mantiene una distribucion cosmopolita en los diferentes ambientes acuaticos,

frecuentemente tiende a dominar en los ambientes de agua dulce con diferentes



caracteristicas quimicas y bioldgicas y tiende a decrecer en su abundancia relativa
conforme aumenta la profundidad y disminuye la cantidad de oxigeno del sistema
acuatico (Ventura et al., 2007; Newton et al., 2007; 2011b), los integrantes de este
filo presentan tamafos pequeios por lo que son llamadas “ultramicrobacterias”
(Warnecke et al., 2005; Newton et al., 2007a; Heinrich et al., 2013; Salcher et al.,
2011a).

El filo Planctomycetes se conoce como un grupo de bacterias acuaticas
encontradas en aguas dulce, salobre y marina. Los Planctomycetes son el grupo
mas cercano a la base del arbol filogenético del dominio Bacteria (Brochier y
Philippe, 2002). Algunas de sus especies son aerdbicas, quimioorganoheterotrofas
y otras son quimio-litoautotréficas anaerobias. Este filo lleva a cabo la oxidaciéon
anaerobia del amonio (anammox) en sistemas marinos y dulceacuicolas (Jetten et
al., 2003).

El filo Bacteroidetes es uno de los grupos mas amplios e importantes, son
bacterias Gram-negativas degradadores de biopolimeros (Lemarchand et al., 2006);
comunmente de aguas dulces y saladas y se les considera que son uno de los
componentes numéricamente mas abundantes en ambientes marinos (Eilers et al.,
2001, Matthew y Kirchman, 2000), asi como en algunos lagos polisalinos o

hipersalinos (Demergasso et al., 2004, Wu et al., 2006).

2. JUSTIFICACION

En la actualidad existe un marcado interés por conocer la dinamica y composicion
espacio-temporal de las comunidades microbianas procariontes en ambientes
lacustres, particularmente en las zonas tropicales (Abe et al., 2003; De-Wever et al.,
2005); especialmente en lagos con profundidades mayores a 25 m (Hernandez-
Avilés et al., 2010; Bautista-Reyes y Macek, 2012). En estos lagos, se plantea la
idea de que el cambio vertical en la composicion de la comunidad bacteriana esta
aparentemente relacionado con la estratificacién térmica y quimica, en esta ultima

se incluyen la del oxigeno disuelto y la de los nutrimentos (De-Weaver et al., 2005).
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El estudio de grupos procariontes resulta complicado por el pequefio tamafo
que poseen y por su morfologia que suele ser muy similar entre ellos. Asi, para
identificarlos adecuadamente se requieren técnicas modernas de microbiologia y
biologia molecular como CARD-FISH, que permite determinar taxonédmicamente los
principales grupos del picoplancton procarionte en muestras de agua procedentes
directamente de los sistemas acuaticos, asi como evaluar su dinamica temporal y

espacial e inferir el papel que desempefian en los mismos.

3. OBJETIVOS
General

» Determinar la composicion, distribucion vertical y variacidn espacio-
temporal del picoplancton procarionte y establecer su relacion con la
dinamica limnoldgica en el lago monomictico calido, Atexcac durante sus

fases hidrodinamicas.

Especificos

> Determinar la distribucion espacial y temporal, asi como la abundancia
relativa de los Dominios Bacteria y Archaea y de grupos especificos
(Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria (incluyendo varias bacterias sulfato reductoras), Actinobacteria,
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, Planctomycetes, Thaumarchaeota) y del
linaje Alphaproteobacteria LD12 y el género Paracoccus, durante la fase de mezcla

y de estratificaciéon (temprana, bien establecida y tardia).

> Cuantificar la densidad y biomasa del bacterioplancton total y de las
Picocianobacterias (Pcy) del lago Atexcac en las etapas hidrodinamicas.

> Evaluar la variacion espacio-temporal de los parametros fisico-

quimicos del lago Atexcac en el periodo de estudio.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢ Cuales son los taxa dominantes del picoplancton procarionte durante la
mezcla y las diferentes etapas hidrodinamicas de la estratificacion en el lago

Atexcac?

2. ;La dinamica espacio-temporal de los grupos procariontes con qué

parametros limnoldgicos se asocian en la columna de agua del lago Atexcac?

5. AREA DE ESTUDIO

El Lago Atexcac se ubica en los paralelos 19° 19" 50.68"", 19° 20" 12.30"'N y los
meridianos 97° 26" 45.99°°, 97° 27" 15.377°0, en la parte este de la cuenca
endorreica Oriental en los limites del eje neovolcanico; a 2510 m s.n.m., dentro de
los llanos de San Andrés cerca del poblado de San Luis Atexcac, municipio de

Guadalupe Victoria, en el estado de Puebla (Fig. 1).
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Fig. 1 Localizacion del lago Crater Atexcac, Estado de Puebla (Imagen tomada de Prontuario
de informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos Guadalupe Victoria,
Puebla, 2009).

La zona donde se localiza presenta un clima templado subhumedo con una
variante de sequia de medio verano, con poca oscilacion anual de las temperaturas
medias mensuales (5 a 7 °C) donde el mes mas caliente se presenta antes del
solsticio de verano Cw (w”) (i") g, de acuerdo con el sistema de clasificaciéon de
Kdppen modificado por Garcia (2004); presenta una temperatura ambiental minima
de 16°C y una maxima de 22°C donde la precipitacién anual es de 400-500 mm y
la evaporacion es de 600 mm. Se ubica sobre un relieve de llanura con lomerio y un
suelo de tipo Phaeozem (Prontuario de informacién geografica municipal de los

Estados Unidos Mexicanos Guadalupe Victoria, Puebla, 2009).

De acuerdo con la regionalizacién fitogeografica de Rzedowski (1981) la
region presenta elementos de las provincias floristicas conocidas como serranias
meridionales y altiplanicie. La vegetaciéon nativa de matorral ha sido sustituida por
la agricultura; sin embargo, todavia se conservan relictos de la vegetacion original

debido al dificil acceso de sus elevadas paredes, destacando entre ellas izotal de

12



yuca, Yucca sp. y Nolina sp.; con matorral desértico de Agave lechuguilla o
magueyes (Agave spp.) y nopales (Opuntia spp.) (Prontuario de informacién
geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos Guadalupe Victoria, Puebla,
2009). La flora acuatica esta representada por 5 especies entre las que destacan
Phragmites australis y Cyperus leavigatus (Ramirez-Garcia y Novelo, 1984). En

cuanto a la fauna ictica, este lago, al parecer, carece de ella (Alvarez, 1950).

Atexcac es un lago de origen tipo maar excavado en depdsitos piroclasticos
(Fig. 2a) de aproximadamente 330 millones de afios. Este lago fue formado como
producto de las explosiones freatomagmaticas que se dan por las diferencias
térmicas de la interaccion del magma con el agua del manto freatico (Carrasco-
Nunez et al., 2006). Este lago es parte de un campo monogenético disperso y
aislado con conos de ceniza basaltica y cupulas rioliticas (Carrasco-Nunez et al.,
2006) ademas de tener una geologia basada en roca ignea extrusiva (Prontuario de
informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos Guadalupe
Victoria, Puebla, 2009). El crater que lo contiene presenta elevaciones que varian
de 60 m en su parte baja hasta 130 m en su parte mas alta sobre el nivel del valle.
Las paredes internas son muy inclinadas, formando un sistema circular de
acantilados o escarpes que dificultan el descenso hasta el espejo del agua (Fig. 2a)
(Reyes, 1979).

El lago tiene un area superficial de 0.29 km?, con un diametro de 1150 m
tiene una forma casi eliptica irregular cuya longitud es de 780 m con orientacién
suroeste-noreste. De acuerdo con Arredondo-Figueroa et al. (1983) presentaba una
profundidad media de 25.7 m y una profundidad maxima de 39 m (Fig 2b); mientras
que en una revision realizada por Macek et al. (2007) el nivel de agua se registraria

en 34 m.

Esta clasificado como un cuerpo de agua atalasohalino (aguas con sal de
origen no marino), con una salinidad de 6 gL', siendo el Na* y CI los iones

dominantes, el pH se encuentra entre 8.1 y 8.3 (Armienta et al., 2008). Su
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temperatura oscila entre los 16 a 22°C sigue un patrén de variacion térmica con un
periodo de mezcla durante el invierno hemisférico de diciembre a marzo y un
periodo de estratificacion los meses restantes del afio por lo que se clasifica como
monomictico calido (Lewis, 1983); la concentracién de oxigeno disuelto se
encuentra entre 0 y 7 mg L', es un sistema oligo-mesotrofico (Arellano-Posadas y

Gonzalez-Flores, 2011; Lagunas y Martinez, 2015).

a)

San Luis Atexcac

Fig. 2 a) Imagen Aérea del lago Atexcac (Google Earth, NASA Digital globe; INEGI, 2016) b)
Mapa batimétrico del lago Atexcac, Puebla (Tomado de Arredondo-Figueroa et al., 1983).

6. -MATERIAL Y METODOS

6.1 Trabajo de campo

De acuerdo con la batimetria del lago se ubicé el sitio de muestreo donde se
encuentra la profundidad maxima del sistema. El muestreo bioldgico y quimico se
llevé a cabo de febrero a noviembre de 2014 considerando dentro de estas muestras

la zona eufética y afética.

En el sitio de muestreo se registré la fecha y hora de muestreo (hora de inicio
y término), elementos meteoroldgicos (temperatura ambiental y porcentaje de
nubosidad), asimismo en campo se evalud la variacién de la temperatura y del
oxigeno disuelto a lo largo de la columna de agua mediante un medidor portatil
marca Hach HQ30d acoplado a una sonda especifica calibrado con la salinidad
especifica del lago, esto se realizé utilizando el sensor dentro de botellas DBO

evitando la formacién de burbujas de aire. Una vez que se obtuvieron los perfiles
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verticales se establecieron las diferentes profundidades de muestreo. Para el
periodo de mezcla se tomaron 5 profundidades de muestreo distribuidas a lo largo
de la columna de agua, para el periodo de estratificacion se tomaron de igual
manera muestras de los diferentes estratos epilimnion, metalimnion (termoclina y
oxiclina), hipolimnion y cerca del fondo. Asimismo, se midio la visibilidad al disco de
Secchi para posteriormente estimar la profundidad de la zona eufética a partir de

multiplicar esta por una constante de 3.5 (Cole et al.,2015).

Todas las muestras fueron obtenidas con la ayuda de una botella van Dorn
(marca Wildco, Michigan, USA) de 2.5 L de capacidad y posteriormente se
almacenaron en botellas de polietiieno de 1 L para los parametros quimicos,
mientras para el muestreo biolégico fueron almacenadas en botellas de 150 mL,

fijadas con formaldehido a una concentracion final al 2% (Porter y Feig, 1980).

La conductividad eléctrica y SDT mg L' fueron registrados con un equipo
Checkmate modelo 90 (marca Corning, New York, USA) con una precision de
10.01uS, mientras que la alcalinidad fue analizada por la técnica volumétrica con
indicadores (APHA, 2005).

6.2 Trabajo de laboratorio: Filtracion y Montaje

Para la determinacion de los grupos del picoplancton procarionte se utilizo la técnica
de CARD-FISH que consta de los siguientes pasos: fijacion, permeabilizacién de las
membranas celulares, hibridaciéon, amplificacion de la sefal y cuantificacion con
microscopia de epifluorescencia, de acuerdo con el protocolo propuesto por Salcher
etal. (2011a).

6.2.1 Concentraciéon de las muestras de picoplancton procarionte

Las muestras de picoplancton procarionte unicelular fueron filtradas y concentradas
mediante una torre de filtracion de vidrio con una membrana de soporte y una
membrana de policarbonato blanca (Picoplancton procarionte y Picocianobacterias)
y negra (Bacterioplancton total) diametro 47 mm de 0.2 ym de didmetro de poro)
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ajustandose a un sistema de vacio manual utilizando entre 10 y 30 mL de la muestra

bioldgica previamente fijada con formaldehido al 2%.

Las membranas de policarbonato con muestras concentradas se colocaron
en una caja de Petri y se llevaron a resguardo a -20°C, estas se pueden almacenar

por varios meses o se puede iniciar de inmediato el protocolo para CARD-FISH.

Con la finalidad de salvaguardar la integridad de las células contenidas en
las membranas a lo largo del proceso de CARD-FISH, Se sumergieron las
membranas de policarbonato dentro de agarosa al 0.1% con una temperatura de
40°C cerciorandose que el lado de la membrana que soporta a las bacterias se
encuentre hacia arribase utilizd agarosa; posterior a esto se retiraron las
membranas y fueron colocados sobre cajas Petri para ser secados en un horno de
incubacion, durante 30 minutos a 35°C, una vez secos los filtros se agregé etanol
(80%) sobre los bordes de la membrana para poder desprender las membranas y
deshidratar las células; las membranas fueron posteriormente colocadas sobre

papel absorbente a temperatura ambiente.

6.2.2 Permeabilizacion de las membranas

Posterior a la utilizacion de agarosa se procedié a la incubacién de las membranas
en acido clorhidrico (0.01 M) por 10 minutos a temperatura ambiente,
consecutivamente se lavaron con buffer fosfato salino (1x; pH=7.6) a temperatura
ambiente. Para facilitar la integracion de las sondas dentro de la célula las
membranas fueron incubadas en una solucién de lisozima durante 60 minutos a
37°C; se incubaron en una solucion de acromopeptidasa o proteinasa K de acuerdo
a la especificidad de la sonda durante 30 minutos a 37°C, una vez terminado este
tiempo las membranas fueron lavadas con agua libre de particulas y etanol;

finalizando al dejarseles secar sobre papel absorbente.
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6.2.3 Hibridacion de las células

La hibridacion de los grupos procariontes se llevd a cabo en secciones de las
membranas de policarbonato; cada seccion fue colocada en un tubo eppendorf de
1.5 mL de capacidad, donde cada tubo contenia sondas de oligonucleotidos
universal o especifica (50 ng/pL) (Cuadro 1) marcado con HRP (Peroxidasa de

rabano picante).

6.2.4 Cuantificacion de las células hibridadas con microscopia de epifluorescencia

Para la cuantificacion del Bacterioplancton total (BT) asi como de grupos de arqueas
y bacterias incluyendo Picocianobacterias (Pcy) se usd un microscopio de
epifluorescencia Leica DMLB (Alemania) con un lente de inmersion 100x%
apocromatico en campos seleccionados al azar con combinacion de un cubo de

filtros 13 (FITC, AO) con un haz de luz azul, un filtro Cy3 (cianina) y un cubo de filtros

A (UV).

Cuadro 1 Sondas de oligonucleétidos marcadas con peroxidasa de rabano (HRP), empleadas para la
determinacion de dominios y grupos taxondémicos del picoplancton procarionte, utilizando la técnica de
hibridacion in situ fluorescente a través de la deposicion del reportero catalizador (CARD-FISH) propuesto
por Salcher et al. (2011).

Sonda Grupo Objetivo Secuencia de la sonda (°-3) Referencias
GCT GCC TCC CGT AGG AGT Amann et al., 1990
EUB I-111 Bacteria GCA GCC ACC CGT AGG TGT Daims et al., 1999
GCT GCC ACC CGT AGG TGT Daims et al.,1999
NON338 Control negativo ACT CCT ACG GGA GGC AGC Wallner et al., 1993
ALF968 Alphaproteobacteria GGT AAG GTTCTG CGC GTT Neef ,1997
PAR1457 Genero Paracoccus CTACCGTGG TCC GCT GCC Nef et al., 1996
LD12-121 Linaje de las Alphaproteobacterias CAC AAG GCA GAT TCC CAC AT Salcher et al.,2011
BET42a Betaproteobacteria GCC TTC CCACTTCGTTT Manz et al.,1992
BET42a-C Competidor para BET42a GCC TTC CCACATCGTTT Manz et al.,1992
GAMA42a Gammaproteobacteria GCC TTC CCACATCGTTT Manz et al.,1992
GAMA42a-C Competidor para GAMA42a GCC TTCCCACTTCGTTT Manz et al.,1992
SRB385 Bacterias sulfato reductoras CGG CGT CGC TGC GTC AGG Amann et al., 1990
PLA 886 Planctomycetes GCCTTGCGACCATACTCCC Neef et al., 1998
CF319a Bacteroidetes TGG TCC GTG TCT CAG TAG Manz et al.,1996
HGC 69a Actinobactera TA TAGTTACCACCGCCGT Roller et al.,1994
ARCH915 Archaea GTG CTC CCC CGC CAATICCT Stahl y Amann, 1991
CRENS537 Thaumarchaeota TGA CCACTT GAG GTG CTG Teira et al.,2004
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El bacterioplancton total (BT) concentrado en membranas negras de
policarbonato y los grupos especificos concentrados en membranas de
policarbonato blancas se cuantificaron mediante la tincion de la muestra con DAPI
(47, 6-diamidino-2-fenilindol) y fueron montadas en aceite de inmersién y con el uso
de luz ultravioleta (UV) para el BT y con un haz de luz azul para los grupos
especificos; se contabilizaron entre 600 y 800 células para obtener un error de

conteo inferior al £ 5% de acuerdo con Hobbie et al. (1977) y Porter y Feig (1980).

Las Picocianobacterias (Pcy) concentradas en membranas de policarbonato
blancas fueron montadas en aceite de inmersion, para su analisis no se uso ningun
fluorocromo ya que las Pcy poseen ficoeritrina y ficocianina que reaccionan por
autofluorescencia cuando se les excita bajo un haz de luz verde de un filtro de tipo
CY3; de este grupo se contabilizaron de 600 a 800 células a través de imagenes

tomadas al azar.

6.3 Analisis de nutrientes

El analisis de las muestras de agua para nutrientes almacenadas en botellas de
polietileno con capacidad de un litro se llevo a cabo a través del empleo de métodos
colorimétricos (APHA, 2005); donde la alcalinidad se evalué mediante el método de

indicadores (Cuadro. 2).

Cuadro 2 Técnicas empleadas para el andlisis de nutrientes

Nutriente Método

Nitrato Columna de reduccién de cadmio-cobre

de nitrato a nitrito. Analizandose como

nitrito
Nitrito Acido Sulfanilico
Amonio Azul de indofenol
Fosforo Soluble Reactivo Fosfomolibdato
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Fosforo Total Digestion de la muestra con persulfato y

Fosfomolibdato

Sulfato Turbidimétrico

6.4 Trabajo de gabinete

Para calcular el porcentaje de células hibridadas por grupo especifico y por dominio
se utilizé el numero total de células procariontes tefiidas con DAPI contra el de
células marcadas con Alexa 488, las cuales fueron excitadas con un haz de luz azul

dentro del mismo campo que previamente habia sido visualizado con el DAPI.

El calculo de la densidad bacteriana se realiza aplicando un factor de
correccion debido al fijador, asi también una constante obtenida a través del area
de filtracidon por el area de campo contabilizado multiplicado por el promedio de

células contabilizadas en conteos directos entre el volumen de la muestra usada.

, Corfij * (Cte) x (promedio de celulas)
Densidad =

Vol de la muestra

Se tomaron fotografias en el microscopio de epifluorescencia, montado con
una camara digital (Canon PowerShot S-45) y el programa Zoom Browser Ex; de
cada preparacion por profundidad se tomaron entre 10-15 imagenes para
posteriormente evaluar con estas las dimensiones morfométricas y calcular
contenido de carbono y biomasa del Bacterioplancton Total y de las

Picocianobacterias.

El contenido de carbono se calculé con las relaciones alométricas que guarda
con el volumen celular con la ecuacion alométrica de Loferer-KrélRbacher para el BT
(Posch et al., 2001), mientras que para el Pcy se empled una constante (CC=Vx200:

donde V=Volumen celular um?3 cél"") (Weisse y Stadler, 2006).
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Para poder llegar a calcular este contenido de carbono se uso el analisis de
las imagenes a partir de fotografias mediante el programa Imaged version 1.33
(USA); con el cual se obtuvieron las dimensiones morfométricas, posteriormente
estas fueron transferidas a una hoja de calculo de Microsoft Excel con macros con
los cuales se obtuvo el volumen celular y el contenido de carbono los cuales una
vez que fueron multiplicados por la abundancia de los grupos del picoplancton se
estimé el biovolumen y la biomasa respectivamente. Para analizar la variacion
espacio-temporal de la abundancia y biomasa del picoplancton autotréfico y del
bacterioplancton total, se realizaron graficas de barras para su analisis, mientras
que para la temperatura y oxigeno disuelto las graficas se realizaron con el

programa Golden Software Surfer 12 (2014).

6.5 Analisis estadistico

Para las abundancias del bacterioplancton total y de las Picocianobacterias, asi
como de la biomasa por mes y por estrato se llevo a cabo un grafico de barras para
mostrar la variacion de estos parametros. Para establecer las relaciones funcionales
entre los parametros limnologicos y bioldgicos del plancton procarionte se realizaron
correlaciones paramétricas de Pearson empleando el Programa Statgraphics
Centurion XV versién 15.2.06 (2007). Las abundancias relativas de los grupos y las
variables ambientales fueron examinadas a través de un analisis multivariado
usando el programa CANOCO 4.5 (2002) mediante un analisis de correspondencia
canonica sin tendencia (ACCST) (Ter Braak, 1986), donde previamente se validaron
los supuestos de normalidad y homocedasticidad, para determinar si se aplicaba la
estadistica paramétrica o la no paramétrica, considerando el uso de

transformaciones de los datos con el propdsito de estandarizar.

El uso del ACCST permite establecer el grado de asociaciéon con los grupos,
asi como también ayuda a identificar las variables que posiblemente influyan en la
aparicion o ausencia de estos grupos haciendo posible establecer la posibilidad de

que exista una relacion con las multiples variables ambientales del sistema acuatico.
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7. RESULTADOS

7.1 Parametros fisico-quimicos

7.1.1 Temperatura

El lago Atexcac registrd un periodo de mezcla del mes de enero a principios de
marzo y en el mes de noviembre de 2014 con temperaturas que oscilaron entre
16.5°C a 17.5°C. Y uno de estratificacion los meses restantes de finales de marzo
a principios de noviembre con temperaturas que fluctuaron entre 16°C en el fondo
a 21.5°C hacia la superficie. Lo que correspondié con el comportamiento de

monomixis calida.

Etapas hidrodinamicas de la estratificacion:

> Estratificacion temprana se registro de finales de marzo a principios de
junio, con temperaturas que oscilaron de 21.5 a 16°C. El epilimnion se delimito hasta
los 2 m al comienzo de esta etapa alcanzando un maximo de 11 m hacia el final de
esta misma, mientras que el metalimnion se ubicé al inicio de esta etapa a partir de
los 4 m y alcanzé hasta los 18 m hacia el final de esta etapa variando en su grosor
entre 6-8 m por mes ; por otro lado, el hipolimnion al inicio de esta etapa se ubico a
partir de los 10 m y al final se ubicé desde los 17 m hasta el fondo del sistema
teniendo una variacion en su grosor de aproximadamente 14-17 m entre mes de

muestreo (Fig. 3a).

> Estratificacion bien establecida, registré6 una temperatura que oscild
entre 20 y 16.5°C. El epilimnion se registroé hasta los 12 m al inicio y a los 10 m al
final de esta misma, la termoclina se registré desde los 12 m y hasta los 20 m con
una oscilacién de 8 m por mes en su grosor y el hipolimnion se ubicé de entre los
18 y 21 m hasta el fondo con una variabilidad de aproximadamente 13-16 m por

mes (Fig. 3a).
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> Estratificacion Tardia, registro una temperatura que oscilé entre 19 y
16.5°C. El epilimnion se ubico al inicio de esta etapa hasta los 9 m y hasta los 16 m
hacia el final de esta misma; la termoclina inicio en 9 m al principio de esta etapa y
comenzé a los 16 m al final de esta con una variacibn en su grosor de
aproximadamente10-11 m por mes; denotando que el grosor del epilimnion se hace
mucho mas grande, mientras que el grosor del metalimnion e hipolimnion van
disminuyendo, asi mismo se observo que estos estratos fueron mostrando una

profundizacién gradual durante todas las etapas de la estratificacion (Fig. 3a).

7.1.2 Oxigeno disuelto

Durante el periodo de mezcla la concentracidén de oxigeno disuelto a lo largo de la
columna de agua oscilo entre 4.5 mg L'y 7.5 mg L' (Fig. 3b). Para la estratificacion
temprana el oxigeno disuelto oscilé entre 0.5 a 7.5 mg L' de la superficie al fondo.
Durante la estratificacion bien establecida, se registraron concentraciones entre 0.5
y 7 mg L (Fig. 3b). Durante la estratificacion tardia el oxigeno presenté una

oscilacion entre 1 a 7.5 mg L' de la superficie al fondo. (Fig. 3b).
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7.1.3 Zona eufdtica

Durante la época de mezcla (febrero) el grosor de la zona eufética alcanzo
un maximo de 21 m de profundidad, mientras que durante la estratificacion
temprana fluctuo entre los 8 y 10 m, para la estratificacion bien establecida esta
oscilo entre 8-12 m y para la estratificacion tardia esta se encuentra entre los 8 y

16m aumentando en grosor con el inminente inicio de la mezcla.
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Fig. 4 Ubicacion de la zona eufética y su desplazamiento durante el afio 2014.

7.1.4 Salinidad, conductividad, pH y alcalinidad

La salinidad y la conductividad eléctrica fueron parametros conservativos en el lago
Atexcac al presentar una baja variabilidad a través del tiempo. El pH fluctué de 8.7
a 9.2, lo que le confiere un pH alcalino, predominando el carbonato sobre el
bicarbonato, mientras que los valores de conductividad correspondieron con la

condicién hiposalina del lago (Cuadro 3).
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Cuadro 3 Concentraciones promedio y desviacion estandar de parametros fisico-quimicos del
agua para la fase de mezcla y estratificacion en el lago Atexcac.

pH Salinidad Alcalinidad Conductividad
gLt meq L* mS cm?
Carbonato
22+4
8.9+0.2 6.0+ 0.84 Bicarbonato 12 +£0.20
10+3

Carbonato, Bicarbonato y pH

30 92

25 1 91
5, 20 1 9
g 15 59
E 8.8

10 87

3 8.6

0 - 8.5

Mezcla Temprana B Establecida Tardia
| J
|

Estratificacion
= Carbonatoc ©==Bicarbonato =—e=pH

Fig. 5 Variacién temporal del carbonato, bicarbonato y el pH en los meses considerados
para la evaluacién del picoplancton para distintas fases hidrodinamicas en el lago de
Atexcac.

7.2 Variacion espacio-temporal de los nutrimentos

7.2.1 Nitrato

Para el periodo de mezcla las concentraciones de nitrato (NO3°) oscilaron entre 0.21
a 0.15 ymol L' (Cuadro 4 y Fig. 5). Para el periodo de estratificacion temprana se
observaron concentraciones de 0.30 + 0.40 ymol L' teniendo en el epilimnion una
concentracion de 0.096 pmol, en el metalimnion de 0.137 pmol L' y en el

hipolimnion de 0.61 umol L', mientras que en la bien establecida y tardia estos
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oscilaron entre 0.01 + 0.004 umol L', donde el epilimnion en ambas etapas oscilo
entre 0.007 y 0.009 umol L' para el metalimnion fluctué entre 0.0091-0.006 ymol L-
'y el hipolimnion se encontré entre 0.003-0.00066 umol L' (Cuadro 4 y Fig. 5).

7.2.2 Nitrito

La concentracion del nitrito (NOz2") registré una fluctuacion entre 0.003 a 0.02 pmol
L-'; donde en el periodo de mezcla se observaron concentraciones entre 0.002 a
0.01 umol L', mientras que en la estratificacion temprana se registréo un leve
incremento de esta forma oxidada del nitrogeno de 0.01 a 0.02 umol L', teniendo
que el epilimnion registré 0.012 ymol L', el metalimnion 0.015 ymol L' y el
hipolimnion 0.003 umol L. Por otro lado, durante la estratificacion bien establecida
se encontraron valores de 0.02 a 0.01 ymol L™ registrando en el epilimnion 0.021
umol L' y el metalimnion e hipolimnion presentaron valores de hasta 0.01 ymol L,
observando que la concentracién de dicho nutriente se incrementa conforme avanza
la estratificacion. Sin embargo, estos valores decaen en la estratificacion tardia
donde las concentraciones promedio fueron de hasta 0.003 umol L'y donde se
registra Unicamente en el epilimnion una concentracion de 0.005 ymol L, lo que

puede estar relacionado con el subsecuente inicio de la mezcla (Cuadro 4 y Fig. 6).

7.2.3 Amonio

Las concentraciones promedio de amonio (NH4*) del lago Atexcac para el periodo
de mezcla oscilaban entre 1.16 a 0.77 umol L-'. En la estratificacion temprana la
concentracion de amonio se incrementé hasta 1.87 + 1.33 ymol L' , donde el
epilimnion obtuvo concentraciones de 2.16 umol L', en el metalimnion de 2.49 pumol
L' y en el hipolimnion de 1.15 ymol L' teniendo durante esta fase hidrodinamica
por estratos la mayor cantidad de amonio; posteriormente se registré un descenso
hacia la estratificacion bien establecida 0.22 + 0.13 umol L', donde los estratos
registraron: epilimnion 0.109 ymol L', metalimnion 0.209 umol L'y el hipolimnion
con 0.493 ymol L-; teniendo un posterior aumento hacia la estratificacion tardia 1.59
+1.07 ymol L', donde el epilimnion registrd 1.02 ymol L', el metalimnion 2.65 pmol
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L'y el hipolimnion 3.35 umol L', siendo durante la estratificacién temprana donde
se presento la maxima concentracion de amonio por mes, mientras que por estrato
se presenta el maximo en la estratificacion tardia y se ubica dicho maximo en el

hipolimnion (Cuadro 3 y Fig. 6).

7.2.4 Fosforo soluble reactivo

Las concentraciones promedio del fésforo soluble reactivo para el periodo de
mezcla fueron de 0.01 ymol L', mientras que para la estratificacion temprana y
tardia estos tienen un aumento de entre 0.06 a 0.07 ymol L' donde destaca que el
epilimnion e hipolimnion tienen los maximos valores para la estratificacion temprana,
mientras que en la tardia estos maximos se ven reflejados unicamente en el
epilimnion y metalimnion; por otro lado, en la estratificacion bien establecida se
presentaron concentraciones de 0.02 a 0.01 ymol L' destacando que los maximos
durante este periodo se encuentran en el metalimnion e hipolimnion (Cuadro 4 y
Fig. 6).

7.2.5 Fosforo total

El fésforo total para la fase de la mezcla registré concentraciones entre 0.56 + 0.19
umol L', mientras que en la estratificacion temprana y bien establecida es de entre
0.41 £ 0.10 ymol L' donde el epilimnion para ambos oscila entre 0.11 y 0.46 ymol
L-'; el metalimnion de ambos periodos registra 0.030-0.396 pmol L'y el hipolimnion
0.97-0.29 pmol L' (Cuadro 4 y Fig. 5); sin embargo, es durante la estratificacion
tardia que estos valores descienden de entre 0.11 + 0.08 umol L'y donde el estrato
con mayor cantidad de este nutriente es el metalimnion con 0.13 ymol L' (Cuadro
4y Fig. 6).
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7.2.6 Sulfato

La concentracién del ion sulfato para la fase de mezcla presentan una oscilacién de
1439 + 589 pmol L' siendo este el valor maximo para todas las fases
hidrodinamicas. La estratificacion temprana presenta un descenso que oscila de
973 + 88 umol L'; el epilimnion presenta 1041 umol L', el metalimnion 947 pymol
L'y el hipolimnion desciende hasta los 924 umol L', para posteriormente tener un
descenso hacia la estratificacion bien establecida 834 + 116 umol L' teniendo el
maximo de sulfato en el epilimnion con 914 ymol L-'y un descenso gradual hacia el
hipolimnion durante esta fase; sin embargo, se registré un aumento hacia la
estratificacion tardia 1109 + 86 umol L' , presentando el mismo comportamiento de
la fase anterior donde se observa un aumento en el epilimnion y descenso hacia el
hipolimnion (Cuadro 4 y Fig. 6).

Cuadro 4 Concentraciones promedio y desviacion estandar de nutrimentos y sulfato durante
las fases hidrodinamicas del lago Atexcac.

MEZCLA ESTRATIFICACION
umol L% umol L
Temprana Bien Tardia
establecida
Nitrato 0.21+£0.15 0.30+£0.40 0.01 £ 0.004 0.01 £0.004
Nitrito 0.002 + 0.01 0.01+£0.02 0.02 £ 0.01 0.003 + 0.003
Amonio 1.16 £ 0.77 1.87 £ 1.33 0.22+0.13 1.59 + 1.07
FSR 0.01 £ 0.01 0.06 + 0.06 0.02 + 0.01 0.07 £ 0.01
FT 0.56 + 0.19 0.41+0.40 0.41 +£0.10 0.11+£0.08
Sulfato 1439 + 598 973 + 88 834 + 116 1109 + 86
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Estratificacion Temprar Estratificacion bien establecida
pmol L umol L
0.000 1.000 2.000 0.000 0.200 0.400 0.600
Nitrato Nitrato
Nitrito Nitrito
Amonio Amonio
FSR FSR
FT & '
Estratificacion bien establecida
pmol L?
0.000 0.200 0.400 0.600
, Nitrato 1_5|00
Nitratc o
Nitritc Nitrito
Amonic Amonio
FSF FSR
e FT
mnion

Epilimnion ™ Metalimnion ™ Hipolimnion

Fig. 6 Variacién espacial por estratos de la concentracién promedio de los nutrimentos
(nitrato, nitrito, amonio, fésforo soluble reactivo: FSR y fosforo total: FT) durante la
estratificacion. Para el sulfato se muestran ambas fases hidrodinamicas por estrato durante
el afio 2014 en el lago de Atexcac.

7.3 Dinamica Espacio temporal del Bacterioplancton Total (BT)

7.3.1 Abundancia

El bacterioplancton total (BT) registré una abundancia promedio de 1.72x10° cél.
mL-" durante el periodo de mezcla (Fig. 6a). En la estratificacion temprana se
observé en la zona del epilimnion una abundancia promedio de 1.49 x10° cél. mL™",
del metalimnion de 1.98 x108 cél. mL-" y del hipolimnion de 1.61 x108 cél. mL"" (Fig.
6b), mientras que para el epilimnion de la estratificacion bien establecida este
aumento a 2.22 x108 cél. mL™", el metalimnion a 2.44x108 cél. mL-"-y el hipolimnion
a 2.15x108 cél. mL-" (Fig. 7a).
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Durante la estratificacion tardia la abundancia descendiéo en todos los
estratos registrando densidades en el epilimnion de 2.12x108 cél. mL-!, mientras que
en el metalimnion estas densidades descendieron con respecto a los estratos
anteriores teniendo en este hasta 1.61x10° cél. mL™', haciendo evidente un
considerable descenso de dicha abundancia durante este periodo. Por ultimo, el
hipolimnion registr6 una abundancia de 1.98x108 cél. mL' (Fig. 6a); haciendo
evidente que en este ultimo mes y ultima etapa hidrodinamica fue el que presento
un mayor descenso en el metalimnion con respecto al resto de los meses y fases

hidrodinamicas (Fig. 6a).

7.3.2 Biomasa

La biomasa del bacterioplancton total (BT) registré una concentracion promedio de
42.9 ug Corg L' durante el periodo de mezcla (Fig. 7b) En la estratificacién temprana
se registré una concentracion promedio de 23.42 ug Corg L' (Fig. 7b), donde el
epilimnion obtuvo 20.77 ug Corg L', el metalimnion 30.78 ug Corg L'y el hipolimnion
de 21.16 pg Corg L'; siendo evidente que el estrato con mayor cantidad de biomasa
es el del metalimnion con un gradual descenso hacia el hipolimnion (Fig. 7b).
Mientras que durante la estratificacion bien establecida se encontré una biomasa
promedio de 43.03 ug Corg L' (Fig. 7b), donde el epilimnion registro 29.70 ug Corg L
', el metalimnion 64.22 g Corg L' y el hipolimnion 48.49 ug Corg L', donde el estrato
con mayor biomasa es el del metalimnion, mientras que el epilimnion registro un
considerable descenso de la biomasa con respecto a la fase hidrodinamica anterior,
mientras que el hipolimnion registra un aumento significativo en relacion con el de

la fase anterior (Fig. 7b).

Durante la fase de estratificacion tardia la concentracion promedio de
biomasa fue de 39.43 ug Corg L' (Fig. 7b), en donde el epilimnion tiene 37.82 ug Corg
L' , mostrando que este estrato tiene aumentos al principio y final de la
estratificacion y una disminucion al medio de estas, mientras que el metalimnion
registra 58.80 pg Corg L' siendo asi que en este estrato se observa un
comportamiento inverso a lo descrito del estrato anterior, pues este tiende a
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incrementarse durante la bien establecida y a disminuir cuando este se acerca al
periodo de mezcla; por otro lado, el hipolimnion registré 28.09 ug Corg L™, haciendo
evidente que este estrato en cuanto a la biomasa tiene un comportamiento tipico de
campana donde se tiene un maximo hacia la estratificacion bien establecida y
registra valores de biomasa bajos en los extremos es decir al inicio y al final de la

estratificacion.

a) b)
Estratificacion
3.00E+06 | 120
2.50E+06 b0
2.00E+06 _ 801
- 4
-
E 1.50E406 S 60 -
o} 6]
0 2
1.00E+06 40 1 I
Mezcla
Epilimnion
o Establecida Tardia
Metalimnion
B Hipolimnion

Fig. 7 a) Dinamica espacio-temporal de la abundancia del BT b) Dinamica espacio-temporal
de la biomasa del BT durante las etapas hidrodinamicas en el afio 2014 para el lago de
Atexcac.

7.4 Dinamica Espacio temporal de las Picocianobacterias (Pcy)

7.4.1 Abundancia

Las Picocianobacterias (Pcy) registraron una abundancia promedio de 1.55x10° cél.
mL-" durante el periodo de mezcla (febrero) (Fig. 8a), mientras que en la
estratificacion temprana se observo en la zona del epilimnion una abundancia
promedio de 2.05x10° cél. mL"', del metalimnion de 3.0x10% cél. mL" y del
hipolimnion de 1.38x10° cél. mL-! (Fig. 8a); para el epilimnion de la estratificacion
bien establecida éste aumentd a 1.34x105 cél. mL™", el metalimnion a 2.49x105 cél.
mL-"y el hipolimnion a 8.52x10% cél. mL-" (Fig. 8a).
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En la estratificacion tardia la abundancia descendié en los estratos
registrando densidades en el epilimnion de 2.49x105 cél. mL™'; en el metalimnion
estas densidades descendieron con respectos a los estratos anteriores registrando
hasta 5.65x10% cél. mL", teniendo un considerable descenso de abundancia
durante este periodo. Por ultimo, el hipolimnion tuvo una abundancia de 1.39x10°
cél. mL" (Fig. 8a); evidenciando que en este ultimo mes y ultima fase hidrodinamica
fue el que presenté un mayor descenso en el metalimnion con respecto al resto de

los meses y fases hidrodinamicas.

7.4.2 Biomasa

La biomasa de las Picocianobacterias (Pcy) registr6 una concentracion
promedio de 19.36 ug Corg L' durante el periodo de mezcla (Fig. 8b). En la
estratificacion temprana se encontré una concentraciéon promedio de 16.25 ug Corg
L' (Fig. 8b), el epilimnion obtuvo 12.41 ug Corg L', el metalimnion 25.47 ug Corg L™
y el hipolimnion de 13.93 ug Corg L.

El estrato con mayor cantidad de biomasa es el del metalimnion con un
descenso hacia el hipolimnion (Fig. 8b); mientras que en la estratificacion bien
establecida se encontré una biomasa promedio de 14.55 ug Corg L' (Fig. 8b),
teniendo que el epilimnion registré 10.05 ug Corg L, el metalimnion 25.29 ug Corg L
'y el hipolimnion 12.83 ug Cog L'; el estrato con mayor biomasa es el del
metalimnion, mientras que el epilimnion e hipolimnion tienen un descenso
significativo en relacion con el de la fase anterior (Fig. 8b). Por ultimo durante la fase
de estratificacion tardia la concentracién promedio de biomasa fue de 15.95 ug Corg
L' (Fig. 8b), el epilimnion tiene 18.33 ug Corg L', mostrando que este estrato tiene
un aumento al principio y final de la estratificacion, asi como una disminucién al
medio de estas, mientras que el metalimnion registra 7.77 ug Corg L' donde este
estrato presenta un comportamiento inverso a lo descrito del estrato anterior, pues
este tiende a incrementarse durante la bien establecida y disminuye cuando se
acerca al periodo de mezcla. El hipolimnion registré 12.22 ug Corg L' donde se hace
evidente que este estrato tiene un comportamiento tipico de campana donde se
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tiene un maximo hacia la estratificacién bien establecida y registra valores de

biomasa bajos en los extremos es decir al inicio y al final de la estratificacion (Fig.

8b).
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Fig. 8 a) Dinamica espacio-temporal de la abundancia de las Pcy b) Dinamica espacio-
temporal de la biomasa de las Pcy durante las etapas hidrodinamicas en el afio 2014 para el
lago de Atexcac.

7.5 Dinamica y composicién espacio temporal de los grupos procariontes

7.5.1 Distribucion temporal

El dominio Bacteria (BAC) se encontrd por arriba del 50% de abundancia relativa
durante todas las fases, presentando los maximos de hibridacion en la mezcla y en
la estratificacion tardia, siendo la fase de estratificacion bien establecida durante la
cual dicho porcentaje se encontrd en el limite del 50% de abundancia relativa. El
dominio Archaea (ARCH) se caracteriz6 por estar presente solo en la estratificacion
donde se ve un aumento en la abundancia relativa hacia la estratificacion tardia; por
otro lado, el filo Thaumarchaeota (THAU) solo estuvo registrado en la estratificacion
bien establecida (Fig. 10).
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Abundancia Relativa %

La fase de mezcla se ve caracterizada por el bajo numero de grupos
procariontes presentes registrandose solo 5 de los 9 grupos especificos destacando
que los valores de abundancia relativa para estos grupos son muy similares estando

todos por arriba del 5% de abundancia relativa sin sobrepasar el 10% (Fig. 9).

Para la estratificacion temprana se presentan los 9 grupos de procariontes,
siendo durante esta etapa las Betaproteobacteria (BET) el grupo que sobresale con
un 6% de abundancia relativa, mientras que los demas grupos se encuentran por
debajo de este valor. Por otro lado, durante la estratificacion bien establecida los
grupos dominantes son las BET, el género Paracoccus (PAR) y los Planctomycetes
(PLA); mientras que para la estratificacion tardia los porcentajes de abundancia
relativa son casi homogéneos sin embargo los grupos dominantes de manera
decreciente durante esta fase hidrodinamica son los PLA, BET,
Gammaproteobacteria (GAM) , PAR y LD12 encontrando sus porcentajes de
abundancia relativa desde un 7-12%, teniendo al resto de los grupos con
porcentajes por debajo del 7%; siendo asi que de manera temporal los grupos con
mayor dominancia durante toda la estratificacion son PAR, BET, GAM Y PLA (Fig.
9).
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Fig. 9 Composicion temporal de la abundancia relativa de los grupos procariontes en el lago
Atexcac durante las fases hidrodinamicas.

34



7.5.2 Distribuciéon espacial

En el lago Atexcac, durante el periodo de mezcla el numero de grupos bacterianos
especificos fue menor con respecto al periodo de estratificacion (Fig. 10). Siendo
durante la etapa de mezcla que predominaron en su abundancia relativa de manera
decreciente el grupo PLA, seguido por BET, PAR, Bacteroidetes (BACT) y GAM en
menor proporcidn, siendo de esta manera que estos grupos nos da alrededor del

35% de abundancia relativa durante este periodo (Fig. 9).

Durante la estratificacion temprana en el epilimnion los grupos con mayor
abundancia relativa son PAR, GAM y BET los cuales son mayores o iguales al 10%
pero menores al 15% de abundancia relativa. En el metalimnion los grupos
dominantes de manera decreciente son GAM, BET, PLA y PAR donde destaca el
hecho de que ninguno de estos supera al 12% y se encuentran por arriba del 6% de
abundancia relativa, siendo que el resto de los grupos como BSR, LD12,
Actinobacteria (ACT) y ALF se encuentran dentro del rango de 5-6% de abundancia
relativa (Fig. 10); mientras que en el hipolimnion los grupos dominantes fueron BET,
GAM y PAR que se encuentran dentro de un rango de 12-8% de abundancia
relativa, y donde los grupos BSR, PLA, ACT, BACT, LD12 estan un intervalo de 5-

6% de abundancia relativa.

Para la estratificacion bien establecida los grupos con mayor abundancia
relativa en el epilimnion son PAR, BET, BSR y PLA siendo PAR el maximo para el
epilimnion con un 20% de abundancia relativa y que a comparacién del mes anterior
este es mayor; el resto de los grupos dominantes se encuentran por debajo de este
en un rango de 16-13% de abundancia relativa, los grupos restantes como GAM,
BACT y ACT se encuentran en un rango de 5-8%, destacando solo el hecho de que
el grupo ALF se encuentra ausente a partir de este momento hasta el final de la
estratificacion en todos los estratos (Fig. 10);por otro lado el metalimnion se
encuentra representado en mayor proporcion por PAR (17%), BET, LD12 y PLA
estos ultimos tres en un rango de 16-10% y en menor proporciéon BSR, GAM, BACT

y ACT estos en un rango de 7-4% de abundancia relativa; por ultimo en el

35



hipolimnion se registra que los grupos dominantes son BET y PAR con 18% de
abundancia relativa y con un descenso consecutivo de los grupos ACT (16%), PLA
(13%), LD12 (11%), GAM (8%), BSR (5%) y ACT(5%) (Fig. 10).

En la estratificacion tardia el epilimnion se ve representado en mayor
proporcion por los grupos PLA, BET, GAM y PAR, siendo el grupo con una mayor
abundancia relativa PLA al tener 19%; donde la abundancia relativa de estos ultimos
tres esta en un rango de 17-15%. En el metalimnion el grupo PLA continua siendo
el maximo con un 21% de abundancia relativa, cabe mencionar que hay un ligero
aumento con respecto al del estrato anterior, seguido de los grupos GAM y PAR los
cuales se encuentran en un rango de 19-17% de abundancia relativa; seguidos por
los grupos BET (14%), BACT (13%), BSR (12%) y ACT (11%). En el hipolimnion se
registra el maximo de abundancia relativa del grupo PLA para toda la estratificacion
con un 24%; seguido por los grupos BET, PAR, GAM y LD12 en un rango de 21-
18% de abundancia relativa y donde BACT, BSR, ACT se encuentran por debajo
16% (Fig. 10).
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Fig. 10 Composicion espacial y temporal de la abundancia relativa (% de hibridacion) de los grupos procariontes en el lago Atexcac durante la
estratificacion para el afio 2014. Se indican por abreviaturas los Dominios Bacteria: BAC, Archaea: ARCH, Thaumarchaeota: THAU, asi como para los
grupos especifico, Alphaproteobacteria: ALF, Paracoccus: PAR, subclado SAR11-lllb: LD12, Betaproteobacteria: BET, Gammaproteobacteria: GAM,
Deltaproteobacteria: BSR, Actinobacteria: ACT, Planctomycetes: PLA y Bacteroidetes: BACT.
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7.6 Correlacion de los parametros fisicoguimicos con los grupos procariontes

del lago Atexcac

7.6.1 Relacioén de los grupos del plancton procarionte con los parametros
fisico-quimicos en el lago Atexcac durante las fases hidrodinamicas

Para los parametros bioldgicos del picoplancton procarionte para la fase de mezcla
se encontraron correlaciones positivas (r?> entre 0.97 y 0.82, p<0.05) en general
entre la temperatura (T) Pcy, BACT; mientras que el oxigeno disuelto (OD) con Pcy
y BACT, el pH con BET, y el nitrito (NOz2") con Pcy y BACT. Mientras que se hall6

una correlacion negativa (r? de -0.85, p<0.05) de la conductividad con GAM.

De forma general para la estratificacion, la temperatura solo mantiene una
relacion positiva con el grupo BSR, y una negativa con BACT siendo no significativa
para el resto de los grupos bacterianos, por otro lado, el oxigeno mantiene una
relacion positiva con los taxones Pcy y BSR (r? entre 0.50 a 0.57, p<0.05), hallando

solo para los Bacteroidetes una relacion negativa (Cuadro 5y 6).

Tanto el pH como la conductividad registran una relacién tanto positiva como
negativa con la mayoria de los grupos procarionte. Por otro lado, tanto el nitrato
como el amonio registran una relacién negativa siendo importante destacar que
unicamente ALF son positivas con el nitrato y amonio, mientras que THAU tiene una

relacion positiva con el nitrito como se muestra en los cuadros 5 y 6.

Se observa que las relaciones entre fosforo soluble reactivo, fosforo total y
sulfato mantienen una relacién negativa en su mayoria con los grupos procariontes.
Notando que unicamente existe relacion positiva entre GAM y fosforo soluble. Cabe
decir que el carbonato y bicarbonato presentaron correlaciones positivas y
negativas con el bacterioplancton procarionte, siendo estos y el pH los que obtienen
los valores de correlacion mas altos (Cuadro 5).
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Cuadro 5 Correlacion de Pearson entre los dominios y grupos generales del picoplancton
procarionte y los parametros limnoldgicos del lago Atexcac, durante la fase de estratificacion.
Con n=23, correlaciones estimadas (p<0. 05) con un nivel de confianza al 95%, Ns= no
significancia (p>0. 05). Se han abreviado tanto dominios y taxones del picoplancton
procarionte (Dominios Bacteria: BAC y Archaea: ARCH. Filo Thaumarchaeota: THAU.
Parametros limnolégicos como fésforo soluble reactivo: FSR, fosforo total: FT.

BAC ARCH THAU Pcy
Temperatura ns ns ns ns
Conductividad -0.6459 ns -0.78 ns
pH 0.5612 0.4608 0.6066 ns

Oxigeno ns ns ns 0.5759
Nitrato -0.5314 -0.4983 ns ns
Nitrito ns ns 0.4763 ns
Amonio ns ns -0.7029 ns
FSR -0.5497 ns -0.8189 ns

FT ns ns ns -0.4514
Carbonato 0.5055 0.6292 0.4893 ns
Bicarbonato ns ns -0.617 ns
Sulfato -0.4548 ns -0.6716 ns

n=23 p< 0.05 ns= no significativo p>0.05.
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Cuadro 6 Correlacion de Pearson entre los grupos particulares del picoplancton procarionte y los parametros limnoldgicos del
lago Atexcac, durante la fase de estratificacion. Con n=23, correlaciones estimadas (p<0. 05) con un nivel de confianza al 95%,
Ns= no significancia (p>0. 05). Se han abreviado tanto Taxones pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria como el género
Paracoccus: PAR vy el linaje SAR11 lllb: LD12. La clase Betaproteobacteria: BET y Gammaproteobacteria: GAM.
Deltaproteobacterias: DELT(BSR) y los filum Actinobacteria: ACT, Planctomycetes: PLA, Bacteroidetes: BACT. Parametros
limnolégicos como fosforo soluble reactivo: FSR, fosforo total: FT.

PAR LD12 BET GAM DELT ACT PLA BACT

Temperatura ns ns ns ns 0.5975 ns ns -0.4435

Conductividad -0.6314 ns -0.5956 ns ns ns ns -0.5274
pH 0.8484 0.5953 0.735 ns 0.6416 ns 0.5184 ns

Oxigeno ns ns ns ns 0.5009 ns ns -0.4748

Nitrato -0.5459  -0.5889 -0.5076 -0.4549 -0.4304 ns -0.5285  -0.4245
Nitrito ns ns ns ns ns ns ns ns
Amonio -0.4705 ns -0.444 ns ns ns ns ns
FSR -0.4736 ns ns 0.4502 ns ns ns ns
FT ns ns ns ns ns ns ns ns
Carbonato 0.7826 0.7236 0.8404 ns 0.6442 ns 0.6891 ns
Bicarbonato -0.6851  -0.6734  -0.7434 -0.4277 -0.6841 -0.4553 -0.6715 ns
Sulfato ns ns ns ns ns 0.6104 ns ns

n=23 p< 0. 05 ns= no significativo p>0. 05.
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7.7 Analisis de correspondencia candnico

Los resultados obtenidos a través del analisis de correspondencia canonica sin
tendencias (ACCST) mostraron que ambos ejes ejercen influencia en el
bacterioplancton procarionte donde estos tienen una correlacion de 0.91 y 0.96 para
los ejes canonicos 1y 2 (Fig. 11 y cuadro 8). En cuanto a la relacion especies-
variables ambientales, se observo que el primer eje explico el 33% y el segundo
explicé el 33.4% de dicha variabilidad acumulada, lo que indica que el total de la
variabilidad se explica con los dos primeros ejes (66.4%) del ACCST, siendo el eje

2 el que responde la mayor cantidad de variabilidad del sistema.

Las variables ambientales con las mayores correlaciones ponderadas dentro
de la matriz multivariada para el eje uno fueron la conductividad con (0.67), el
oxigeno con (0.53), amonio (0.46), carbonato (-0.56), bicarbonato (0.43), sulfato
(0.39) y fosforo total (-0.37), mientras que las variables relacionadas con el eje dos
son: nitrito (-0.48), amonio (0.51), sulfato (0.39), fosforo soluble (0.73) y fosforo total
(-0.42) (Fig. 11 y cuadro 7.

En el biplot de la Figura (11) se observa la relacion de las variables
ambientales con la diversidad de bacterias en la estratificacion. Aplicando el test de
permutaciones de Monte Carlo, se confirmé que el segundo eje canodnico representd
la influencia de ambos factores, donde las variables ambientales con mas peso para
este segundo eje son: Amonio y Fosforo Soluble Reactivo, mientras que para el

primer eje son: Conductividad, oxigeno disuelto y carbonato (Cuadro 8).
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Cuadro 7 Coeficientes de correlaciones multiples del ACCST de la figura 11, las variables
limnoldgicas con el mayor coeficiente de correlacion se encuentran indicadas en negritas.

Parametros ambientales Ejes

1 2 3
pH -0.44 -0.27 -0.21
Temperatura 0.20 -0.22 0.21
Conductividad 0.67 0.25 0.06
Oxigeno disuelto 0.53 -0.15 0.02
Nitrato 0.13 -0.22 0.36
Nitrito -0.02 -0.48 0.15
Amonio 0.46 0.51 -0.05
Carbonato -0.56 0.06 -0.13
Bicarbonato 0.43 -0.10 0.06
Sulfato 0.39 0.39 0.08
Fosforo soluble 0.19 0.73 0.13
Fosforo total -0.37 -0.42 0.22

Cuadro 8 Valores propios, coeficiente de correlacion, varianza acumulada de los
ejes candnicos 1- 3 que corresponden a la figura 11.

Ejes de ordenacion 1 2 Inercia
total
Eigenvalor 0.007 0.004 0.001
Correlacion es'peCIes-.Varlables 0912 0962 0774
ambientales:
Porcgntqj‘e acumulado qe la 345 55 6 60.8
variabilidad de especies
Porcentaje acumulado de la 33 664 759 0.02

relacion especies-variables
ambientales
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Fig. 11 Anadlisis de correspondencia candnica sin tendencia (ACCST. Ejes 1y 2 explican el 33 % y el 33. 4
% de la varianza acumulada. Se indican por abreviaturas los Dominios Bacteria: BAC y Archaea: ARCH,
asi como para los grupos especifico, Paracoccus: PAR, subclado SAR11-llIb: LD12, Betaproteobacteria:
BET, Gammaproteobacteria: GAM, Deltaproteobacteria: BSR, Actinobacteria: ACT, Planctomycetes: PLA
y Bacteroidetes: BACT, Asi mismo se indican las abreviaturas utilizadas para las variables limnolégicas
potencial de hidrégeno: pH, fosforo soluble reactivo: FSR, fésforo total: FT y oxigeno disuelto: oxigeno
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7.8 Problemas de hibridacion de las sondas de oligonucledtidos

El hecho de que la mayoria de las sondas no puedan alcanzar el 100% de
hibridacién o cobertura aun con la técnica de CARD-FISH no solo se puede deber
al bajo contenido de ARN que el grupo objetivo pueda tener, dado que ademas
existen factores como la sensibilidad de la sonda, la cual esta referida en términos
de porcentaje a la posibilidad de éxito que pueda tener esta sonda para penetrar en
la zona de hibridacion, siendo esto variable en funcién de la estructura celular, asi

como de las caracteristicas particulares del grupo objetivo (Wagner et al.,2003).

Al igual que con la sensibilidad, la cobertura de la sonda también es
expresada en porcentaje y esta se refiere al alcance o nivel que cubre del grupo
objetivo, el cual no es alcanzado al 100% por ninguna sonda existente actualmente.
Por otro lado, también estan los llamados falsos negativos referidos asi por ser
organismos que tedricamente deben de ser hibridados y marcados con la sonda
pero que por alguna razén no son incluidos durante el proceso; también estan los
llamados falsos positivos que a diferencia de los falsos negativos estos pueden ser
organismos que son marcados e hibridados pero que no son pertenecientes al grupo
objetivo, estos ultimos son los menos deseables y comunes pues ya estan incluidos
dentro de cada sonda de oligonucledétidos, la unica manera de descartarlos es
conociendo el porcentaje exacto de estos dentro de cada nivel de cobertura (Cuadro
9) (Greuter et al., 2016; Quast et al., 2013).

La presencia de estos falsos positivos es variable, sin embargo, la mas
comun es debido una alta similitud nucleotidica del grupo objetivo con otros grupos
(falsos positivos), haciendo que de esta manera con la sonda no se pueda distinguir
claramente entre el grupo objetivo y estos. Por lo tanto, se puede decir que algunos
de estos factores pueden haber sido los causantes de no haber logrado una

hibridacién del todo eficaz con algunos grupos (Cuadro 9).
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Cuadro 9 Cobertura, sensibilidad y especificidad de las sondas de oligonucledtidos empleados
con CARD-FISH en el lago de Atexcac. Cuadro construido con base a ProbeBase de acuerdo con
Greuter et al. (2016) y The SILVA ribosomal RNA gene database project: improved data

processing and web-based tools de Quast et al. (2013).

Prueb G bieti Sensibilidad | Cobertura Falsos Falsos
rueba rupo objetivo % % negativos % | positivos %
EUB338 Bacteria 90.4 90
EUB338 Il Plantomycetales 0.8 69 94 6 0
EIU B338 Verrucomicrobiales 06 93
ARCH915 Archaea 88.3 90 10 0
CREN537 Thaumarchaeota 23.2 49 51 0.20
ALF968 Alphaproteobacteria
excepto Rickettsiales 76.6 79 21 14.29
PAR1457 género Paracoccus 80 51.5 48.5 0.00
LD12-121 SAR11-1llb 91 84 9 1.90
BET42a Betaproteobacteria 92.6
BET42a-C Competidor para *ND 93 7 0.48
BET42a
GAM42a Gammaproteobacteria 90.8
GAM42a- Competidor para *ND 9% 10 0.40
C GAM42a
SRB385 Mayoria de las
Desulfovibrionales y .
otras bacterias 24 21 9 ND
Deltaproteobacterias
CF319a Detecta 90 % de
Flavobacteria, 30%
Sphingobacterias y 41.9 43 57 2.24
92% Bacteroidetes
PLA886 Planctomycetes 82.7 74 26 0.00
HGC69a Actinobacteria 825 93 7 0. 66

*ND= No determinado
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8. DISCUSION

8.1 Parametros fisicos y quimicos

La dinamica térmica en el lago Atexcac durante este estudio se ajusto a la descrita
por Alcocer et al. (2000) que indican que los cuerpos de agua ubicados en el
altiplano mexicano y con profundidades mayores a 20 m tienden a presentar un
comportamiento de monomixis calida, caracterizado por tener un periodo de mezcla
invernal (diciembre-marzo) y la etapa de estratificacion (marzo-noviembre) y que a
su vez es congruente con la categoria propuesta por Lewis (1983) para lagos

profundos tropicales.

Para el periodo de estudio en el Lago Atexcac con una profundidad maxima
de 34 m, la monomixis calida fue ratificada por medio de los perfiles verticales de
temperatura y de oxigeno disuelto (OD) (Fig. 3 a y b), que a su vez confirman que
éste es un comportamiento ciclico anual que previamente habia sido reportado por
Macek et al. (1994, 2000, 2007), Arellano-Posadas y Gonzalez-Flores (2011) y
Lagunas y Martinez (2015).

Las concentraciones de oxigeno disuelto durante la mezcla tendieron a ser
homogéneas, con niveles de saturacién a sobresaturacion durante los meses de
febrero y marzo; mientras que durante la estratificacion el lago desarrollé un perfil
clinégrado, donde el epilimnion permanecié saturado (Fig. 3b) debido
probablemente al florecimiento de alta intensidad y duraciéon de la Cianobacteria
filamentosa Nodularia cf. spumigena (Komarek y Komarkova-Legnerova, 2002).
Dicho florecimiento duré aproximadamente 7 meses (febrero-agosto) para el ano de
estudio. Este florecimiento es similar al que ocurre en el lago hiposalino
monomictico calido Alchichica (Oliva et al., 2009); siendo incluso similar en duracién
al registrado para el afio 1999, a partir de este evento y estudios subsecuentes se
sabe que estos florecimientos largos e intensos pueden diferir entre afios de estudio
(Oliva et al., 2009) y que muy probablemente esta variabilidad interanual puede

suceder también en el lago de Atexcac (Fig. 12 ay b).
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Fig. 12 a) Vista Noreste desde la cima del crater que contiene al lago Atexcac durante el
florecimiento de Nodularia. b) Aglomeracién de la Cianobacteria a orillas del lago Atexcac.

La concentracion de oxigeno disuelto disminuy6 gradualmente por debajo de
la termoclina con el desarrollo de la estratificacion; asi en la zona mas profunda del
hipolimnion se registraron las concentraciones mas bajas (0.5 mg L™"). Sin embargo,
el hipolimnion no llegd a ser andxico, como también habia sido reportado por Macek
et al. (1994, 2000), Arellano-Posadas y Gonzalez-Flores (2011) (Fig. 3b) y que
contrasta con lo encontrado en el lago profundo Alchichica donde el hipolimnion es

anoxico durante la estratificacion bien establecida (Alcocer et al., 2000).

El lago de Atexcac por su pH de 8.9 £ 0.2 (Cuadro 3) se le puede definir como
alcalino y por su composicion idnica que establece una salinidad de origen no
marino como atalasohalino y sédico por la dominancia de esta cation favorecido al
estar ubicado en la zona tropical dentro de una cuenca endorreica con un indice de
precipitacion anual que es rebasado por el de evaporacién que determinan una
predominancia de los aniones carbonato, cloruro y del cation anteriormente citado
(Jones et al., 1998; Grant, 2006; Macek et al., 2007).

La dominancia de los aniones carbonatos y cloruro en el lago Atexcac ha sido
documentado por Armienta et al. (2008), lo que coincide con la predominancia de
carbonatos sobre bicarbonatos registradas en el presente estudio. Sin embargo, de
acuerdo con el sistema de amortiguamiento de carbono asociado con el pH, en

funciéon de los valores de pH se esperaria la dominancia de bicarbonato sobre el
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carbonato en condiciones de equilibrio quimico (Wetzel et al., 2001). Esta
dominancia de carbonato sobre bicarbonato no es extrafa en el lago Atexcac puesto
que ya habia sido reportada por Macek et al. (2007), lo que puede ser el resultado
de una variabilidad interanual de estos parametros, asociada con la dinamica de

nucleacion de carbonatos favorecida por las picocianobacterias (Zhu y Ditrich, 2016)

8.2 Parametros bioldgicos

La dinamica de la abundancia relativa y la composicion del picoplancton procarionte
por dominios y grupos taxondmicos en el lago Atexcac se encontrd directamente
relacionado con el comportamiento térmico del lago. Dado que la abundancia
relativa de los mismos se encontré en mayor o menor medida en dependencia de la
etapa hidrodinamica, pues se ha demostrado que el cambio estacional en la
concentracion de nutrientes puede afectar la composicién del bacterioplancton
(Hawes, 1990; Donner et al., 1996; Yannarell et al., 2003), la cual se asocia a su

vez con la variaciéon por estratos de los mismos.

8.2.1 Bacterioplancton Total (BT)

El bacterioplancton total (BT) del lago Atexcac, se caracterizé por tener una
abundancia absoluta mayor durante la época de mezcla (Macek et al.,1994),
mientras que durante la estratificacion temprana y bien establecida esta abundancia
se ubico en gran proporcion en el metalimnion (Fig. 7a), lo que pudo estar también
en respuesta a la concentracion de nutrientes disponibles y a su distribucion dentro

de la columna de agua (Hibbing et al., 2010, Hernandez-Avilés et al., 2012).

Sin embargo, la biomasa del BT no sigui6 el mismo patrén que la abundancia
absoluta, lo cual pudo estar mas en respuesta del volumen celular que de la
cantidad de microorganismos que se encuentren en el momento. Se sabe que las
condiciones oligotréficas pueden inducir de forma temporal o permanente
adaptaciones bacterianas que afectan el aumento o decremento del volumen celular
de las bacterias y por ende el contenido de carbono (Schut et al., 1997). Asi a pesar

de tener una abundancia alta, si el volumen celular es pequefio entonces el

48



contenido de carbono por célula sera bajo como ha sido reportado en los lagos

tropicales (Hernandez-Avilés et al., 2012), lo que implicara que la biomasa sea baja.

8.2.2 Dominio Bacteria (BAC)

El dominio bacteria (BAC) caracterizado por las sondas EUB |, Il y Il registr¢ alta
variabilidad de las abundancias relativas de los diferentes grupos que lo constituyen,
pues esta depende de las diferentes condiciones fisicas y quimicas de la columna
de agua (Gasol et al., 2002; Rubbin y Leff, 2007).

La abundancia relativa durante la mezcla, estratificacién temprana y bien
establecida disminuyd hacia el fondo del sistema (Fig. 9) coincidiendo con las
menores concentraciones de nitrato (Cuadro 4 y Fig. 6); a través de esto se puede
inferir que algunos de los grupos pertenecientes a este dominio tienen una baja
abundancia cuando este nutriente se encuentra en grandes concentraciones
(Cuadro 5y Fig. 6 y 10) (Hawes, 1990; Donner et al., 1996; Yannarell et al., 2003).
Durante la estratificacion tardia en el hipolimnion se registré el maximo de
abundancia relativa para todo el sistema (59%), donde se registraron las mayores
concentraciones de bicarbonato para todo el periodo de estudio (Fig.5); siendo esto
relacionado de manera positiva con este dominio (Cuadro 5), lo cual puede estar

respondiendo a que algunos grupos dentro de este dominio se asocien con este ion.

El maximo de este dominio encontrado en la estratificacion tardia coincide
con el maximo registrado en el Lago Alchichica empleando FISH (Hernandez-Avilés
et al. 2010). Sin embargo, la abundancia relativa de este dominio en el lago Atexcac
fue superior a la registrada para el lago de Alchichica por estos mismos autores y
por Bautista-Reyes y Macek (2012) empleando CARD-FISH; los factores
determinantes en las diferencias encontradas entre estos lagos pueden deberse
ademas de la precision de las técnicas utilizadas, a las condiciones ambientales
particulares, como son la salinidad, la concentracion de nutrientes y la capacidad de
estos microorganismos para competir efectivamente en ambientes con diferentes

estados troficos: oligotréfico (Alchichica) y oligo-mesotréfico (Atexcac). Asi también
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de estrategias adaptativas particulares en cada lago que pueden resultar en
cambios significativos dentro de la composicion taxondmica de los sistemas
acuaticos como respuesta al entorno cambiante en el que se encuentran (Drakare,
2002; Boucher et al., 2006; Rubbin y Leff, 2007; Bertoni et al., 2008; Hibbing et al.,
2010).

8.2.3 Dominio Archaea (ARCH)

El Dominio Archaea para el lago Atexcac presentd un porcentaje de abundancia
relativa alto (6-20%) (Fig. 10), en comparacion con el presentado para el lago de
Alchichica (0.14-6%) realizado por medio de FISH, donde el patron de abundancia
fue similar al de Hernandez-Avilés et al. (2010); este grupo tuvo una tendencia a un
incremento considerable hacia el metalimnion e hipolimnion solo durante la
estratificacion bien establecida, lo que puede estar relacionado principalmente con
las condiciones de baja concentracion de oxigeno disuelto durante el periodo de
estratificacion bien establecida, lo que se corroboré con el analisis candnico donde
se registrd que este dominio se relaciona de manera negativa con el oxigeno
disuelto, siendo ademas este gas una de las variables con mayor correlacion en el
ACCST del eje 1 (Fig. 11, Cuadro 7); lo que corresponde para este dominio con lo
previamente reportado en el lago Maggiore y en otros lagos profundos
estratificados, pues las abundancias relativas de Archaea aumentan con la
profundidad y la disminucion del oxigeno disuelto (Callieri et al., 2009; Casamayor
y Borrego, 2009; Bertoni et al., 2010; Auguet et al., 2012; Vissers et al., 2013).

En la estratificacion tardia, la mayor abundancia relativa se registré en el
epilimnion y metalimnion, lo que concuerda con lo reportado para el lago Maggiore
por Callieri et al. (2009), sugiriendo que este dominio contribuye de forma diferente
en la actividad microbiana en los dos estratos; estos autores mencionan que este
comportamiento es similar al encontrado en el océano pues es aqui donde diversos
procesos aerdbicos pueden estarse llevando a cabo y se sabe que este grupo no
esta restringido a las areas anaerdbicas como se creia anteriormente (Fig. 10).

Asimismo, este dominio presentd una correlacion positiva de Pearson con el pH y
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el carbonato (Cuadro 5), parametros quimicos de alta relevancia en la dinamica

general de los diferentes grupos del picoplancton procarionte.

8.2.4 Filo Thaumarchaeota (THAU)

El filo Thaumarchaeota en el lago de Atexcac se registré unicamente durante
la estratificacion bien establecida en todos los estratos de la columna de agua con
variacion vertical minima (Fig. 10). A través de las correlaciones de Pearson se
ubicd que este filo mantiene una correlacion positiva con el nitrito, carbonato y pH
(Cuadro 5), mientras que mostré una correlacion negativa con el amonio (Fig. 6);
de acuerdo con Pester et al. (2011) este grupo mantiene una preferencia por bajas
concentraciones de esta forma reducida del nitrdgeno, pues su intervalo éptimo de
crecimiento es en concentraciones menores a 1 ymol L' y a pH mayor de 8.5
ademas de bajas concentraciones de oxigeno disuelto (Erguder et al., 2009; Pester
et al., 2011); esto concuerda con lo observado en el lago de Atexcac (Cuadro 3),
donde la presencia de este filo coincidié con la concentracion mas baja de amonio
para las fases hidrodinamicas (Cuadro 5). La presencia de este grupo durante la
estratificacion bien establecida, correspondié para el mes de septiembre donde se
presento el fenomeno conocido como “evento de emblanquecimiento”, y durante el
cual el carbonato y pH fueron los mas altos durante todo el periodo de estudio, su
presencia se puede asociar con su participacion en el emblanquecimiento del lago,
0 bien que durante este episodio se encuentran condiciones éptimas para su

desarrollo.

8.2.5 Picocianobacterias (PCy)

La abundancia registrada para Pcy fue de 3.0x105 cél. mL™" en la zona del
metalimnion durante la estratificacion temprana y de 2.0x10° cél. mL" para el
epilimnion e hipolimnion en el lago Atexcac (Fig. 8 a y b), lo que coincide con lo
reportado para ambientes oligotroficos, particularmente hacia el metalimnion
(Kilham, 1981) como en el estudio llevado a cabo en el 2011 para el lago de Atexcac

por Arellano-Posadas y Gonzalez Flores (2011). Esta distribucion de las Pcy en
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Atexcac coincide también con lo reportado para el lago Alchichica (Pestova et al.,
2008), donde se sabe que las Pcy responden rapidamente a cambios en la
disponibilidad de nutrientes (Callieri et al., 2012) (Fig. 6), asi como a variaciones
fisicas, como las de la temperatura y la penetracion de luz, siendo este ultimo un
factor muy importante para la distribucion de las Pcy en el lago de Atexcac, donde
regularmente se situan por debajo de la zona eufdtica; este grupo tiene alta
preferencia por situarse entre el 1y 0.1% de la radicacién fotosintéticamente activa
(PAR) (Callieri, 2010).

En la estratificacion temprana y bien establecida las maximas abundancias y
biomasas se registraron en el metalimnion, lo que coincide con lo reportado para
otros lagos estratificados (Camacho et al., 2003) y para este mismo lago en el 2011;
(Arellano-Posadas y Gonzalez-Flores, 2011) (Fig. 8 a y b). Craig (1987) y Malinsky-
Rushansky et al. (1997) sugieren que las Pcy tienen una alta eficiencia fotosintética
a bajas condiciones de radiacién luminica, ademas de que su tamafio pequefio no
les permite crear compuestos que las protejan contra la radiacion solar alta (Callieri
et al., 2012) (Fig. 4 y 8), encontrandose bien aclimatadas en el metalimnion, dado
que en esta profundidad, prevalece la luz verde del espectro (Camacho y Vicente,
1998) y se conoce que las Pcy son capaces de aprovechar este tipo de luz, dandoles
ventaja competitiva sobre otros grupos de fitoplancton (Drakare, 2002; Stomp et al.,
2007).

Durante la estratificacion bien establecida se presentd un abrupto
decaimiento de la abundancia y biomasa de las Pcy (Fig. 6 y 8 a,b), lo que puede
estar relacionado con la limitacibn de los nutrimentos durante esta fase
hidrodinamica tal como lo sugiere Weisse et al. (1990). Por medio de las
correlaciones de Pearson se encontr6 una relacion positiva con el oxigeno disuelto,
al ser estas productores primarios capaces de ser activas a intensidades de luz
bajas. De manera importante, las Pcy se encuentran dentro del mismo cuadrante
en el analisis de correspondencia candnica donde se ubican los vectores para

parametros como bicarbonato, oxigeno, temperatura y nitratos. Todos estos estan

52



asociados con la actividad fotosintética y las tasas metabdlicas de las Pcy, asi como
con la nucleacién de carbonato asociada con la utilizacion por este grupo de
bicarbonato para la fotosintesis cuando el biéxido de carbono es limitante (Zhu et
al.,2016).

8.2.6 Clase Alphaproteobacteria (ALF)

La deteccion de la clase Alphaproteobacteria por medio de la sonda ALF968 para
el lago Atexcac solo registré baja abundancia relativa en la estratificacion temprana
y nula en el resto del periodo de estudio, lo que puede indicar una baja eficiencia de
esta sonda, que puede estar en relacién con el pequeno tamafo de las células de
este grupo y el bajo contenido de ARNr, lo que no permitiria que la sonda tuviera
suficiente material para hibridar al grupo objetivo. Esto se ve reflejado en el hecho
de que al usar sondas especificas con grupos pertenecientes a esta clase como el
genero Paracoccus y el subclado LD12 se encontré una mayor abundancia relativa

de estos.

8.2.7 Género Paracoccus (PAR)

El género Paracoccus es un microorganismo que crece favorablemente en
temperaturas que van de 25 a 37 °C con un pH de 6.5 a 8.5 (Ludwig et al., 1993;
Kelly et al., 2006); donde para el lago Atexcac la temperatura fluctué entre 15.5°C a
22°C con un pH entre 8.5 a 9.1, siendo la primera poco favorable para este grupo
en contraposicidn al pH que seria adecuado. Asi, el pH tuvo una correlacion positiva
con la abundancia de este género (Cuadro 5). Con lo que se explica la mayor
abundancia relativa de este grupo durante la estratificacidn bien establecida y tardia,
donde los valores de pH y carbonato fueron los mayores para todo el periodo de
estudio (Fig. 5).

En cuanto a la distribucion espacial de la abundancia relativa de este género
en el lago Atexcac, éste se registré hacia el epilimnion durante la estratificacion bien
establecida, lo que coincide con lo registrado en el lago Alchichica (Hernandez-

Avilés et al., 2010), y hacia el hipolimnion en la estratificacion tardia, dado que este
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grupo tiene la posibilidad de encontrarse en condiciones aerobias o anaerobias y
que su versatilidad metabdlica puede responder a que este microrganismo participa
en procesos de desnitrificacion (Baker et al., 1998). El patrén espacial general que
registro Paracoccus en el lago de Atexcac se asemeja al que siguen las
concentraciones de nitrato y nitrito durante las mismas etapas de la estratificacion
(Fig. 6)

8.2.8 Subclado: LD12: SAR11 lIb (LD12)

El subclado LD12 forma una mayor proporcion de la comunidad bacteriana en
condiciones de baja productividad, caracterizadas por una elevada transparencia
del agua y baja biomasa de fitoplancton, lo que corresponde con condiciones oligo-
mesotroficas similares a las del lago de Atexcac. Se cree que el grupo LD12
probablemente se originé a partir de raros eventos de transicion de las bacterias
SAR11 marino a ambientes dulces (Logares et al., 2010), pues sorprendentemente,
estas transiciones han aparecido pocas veces y esto contribuy6 a la aparicién de
linajes SAR11 genéticamente distintas. La razén para la transicion de este grupo de
ambiente salino a agua dulce actualmente no se conoce, pero se ha sugerido que
la comunidad del bacterioplancton puede variar dramaticamente en escalas de

tiempo muy cortas por medio de varios cambios adaptativos (Heinrich, 2015).

La presencia de bacterias metabdlicamente activas de SAR11-Illb en aguas
oligohalinas-mesohalinas demuestra la capacidad de este grupo para adaptarse
facilmente a nuevas condiciones ambientales (Piwosz et al., 2013). Esta
aseveracion es una pauta que demuestra que LD12 puede no estar sujeto
completamente a ambientes de agua dulce, asi en el lago de Atexcac con una
salinidad de 6.0 + 0.84 g L-" registro la presencia de este grupo durante toda la fase
de estratificacion (Fig. 9 y 10), observando que tuvo una distribucion preferencial
hacia el metalimnion e hipolimnion durante la estratificacion bien establecida y
tardia, lo cual puede ocurrir con relacion a que estos microorganismos tiene una alta
preferencia por pH altos mayores a 8.5 (Newton et al., 2011a). Esto se confirma con

la correlacion positiva encontrada entre este grupo con el pH del lago (Cuadro 6 y
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Fig. 5); donde Stepanauskas et al. (2003) reportan que este grupo en los lagos se
encuentra regulado por el pH. Por otro lado, la presencia de LD12 en el metalimnion
e hipolimnion registradas en el lago, donde se encontraron las maximas
concentraciones de amonio (Fig. 6), contradice que este grupo tenga preferencias
por bajas concentraciones de amonio menores a 1 ymol L' (Newton et al., 2011a;
Hollibaugh et al., 2014).

En la estratificaciéon temprana, LD12 presenté una mayor abundancia en el
epilimnion (Fig. 10) donde las concentraciones de amonio fueron las mas bajas,
siguiendo un patrén decreciente hacia el hipolimnion en donde las concentraciones
de amonio fueron mayores (Fig. 6). Esta variacion espacial registrada en el lago de
Atexcac es similar a lo reportado por Heinrich et al. (2013) y Salcher et al. (2011b),
en el que LD12 presenta maximos en el epilimnion, cuando existen bajas
concentraciones de nutrientes pues estos microrganismos son altamente eficientes
en la toma de nutrientes en estas condiciones, lo que puede relacionarse con que
el grupo LD12 exhibe tamanos pequefos y bajas tasas de crecimiento (Rappé et
al., 2002), basadas en el consumo de sustratos simples (monémeros) (Alonso y
Pernthaler, 2006).

8.2.9 Clase Betaproteobacteria (BET)

La clase Betaproteobacteria en el lago de Atexcac fue una de las mas abundantes
dentro del grupo de las Proteobacteria y puede ser comparada en términos de
abundancia relativa con la de los ambientes de agua dulce (Zwart et al., 2002); esta
clase fue la dominante durante los meses de muestreo (8-23%; Fig. 10) coincidiendo
con el patron de dominancia de este grupo registrado para el lago Alchichica
(Hernandez-Avilés et al., 2010).

La distribucion de esta clase se observé correlacionada positivamente con el
pH vy el carbonato (Fig. 5). La relacion con el pH también se corroboré con el analisis
de correspondencia candnica (Fig. 11), donde las mayores abundancias relativas

de este grupo se presentaron donde el valor de pH y la concentracién de carbonato
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fueron mayores durante toda la estratificacion, presentando una clara tendencia a
aumentar en abundancia relativa hacia el hipolimnion durante la estratificacion bien
establecida y tardia, pues es aqui donde esta clase junto con las
Gammaproteobacteria llevan a cabo los procesos de oxidacidn de amoniaco
(Callieri et al., 2015), pues se sabe que Betaproteobacteria tiene rapido crecimiento
como respuesta a los aumentos en la concentracion de nutrientes organicos e
inorganicos, asi como del pH y del amonio, por lo que se les suele considerar como
organismos oportunistas y se les confiere que son la fraccién del picoplancton
procarionte mas activa y versatil (Pérez y Sommaruga, 2006; Simek et al., 2006;
Newton et al., 2011b; Salcher et al., 2011b), donde la presencia de este grupo podria
indicar que estas pueden estar sujetas a los cambios en el sistema de
amortiguamiento del lago, asi como al fendmeno de emblanquecimiento que sucede

durante la estratificacion bien establecida.

8.2.10 Clase Gammaproteobacteria (GAM)

La clase Gammaproteobacteria en el lago de Atexcac presentd sus maximas
abundancias relativas en la mezcla, estratificacion temprana y tardia (Fig. 9), donde
se registraron las mayores concentraciones de nutrientes (Cuadro 4 y Fig. 6).Se
sabe que esta clase se desarrolla en condiciones de alta concentracion de
nutrientes (Newton et al., 2011b); donde en particular, durante la mezcla y la
estratificacion temprana en el lago de Atexcac estas concentraciones de nutrientes
fueron altas lo que favorecio florecimientos fitoplancténicos, mayor productividad
primaria y mayor abundancia del picoplancton procarionte; mientras que las bajas
concentraciones de nutrientes en la estratificacion bien establecida, se debieron a
su consumo Yy agotamiento en el epilimnion o se acumularon hacia el metalimnion

donde las diferencias de densidad fueron mas marcadas (Fig.10).

La clase Gammaproteobacteria tuvo una alta preferencia por ubicarse hacia
el metalimnion e hipolimnion durante la estratificacion bien establecida y tardia,
donde las temperaturas del agua fluctuaron entre 19y 17 °C. De acuerdo con Lefort
y Gasol (2013) esta clase tiene una alta preferencia por ambientes con temperaturas
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mas calidas por arriba de los 20°C. Sin embargo, se sabe que estas crecen en un
rango de los 15-37 °C (Newton et al., 2011a). Este grupo solo presenté una
correlacion positiva con el FSR, que también se denoté con el analisis de
correspondencia canoénica (Cuadro 5 y Fig. 11), donde ésta fue mas alta durante la
estratificacion tardia (Cuadro 3) observando el maximo de abundancia relativa del
grupo para todo el estudio. Por otro lado, este también presentd correlacion negativa
con bicarbonato, pues también se observa que este grupo solo parece aumentar su
abundancia relativa cuando el bicarbonato es menor durante todo el periodo de
estudio (Fig. 5).

En la estratificacion tardia y comienzo de la mezcla Ilas
Gammaproteobacterias podrian volver a tener una mayor abundancia debido a la
redisposicion de los nutrientes, pues el epilimnion aumenta en amplitud al
profundizarse y disminuir en amplitud la termoclina, dando a lugar a la conclusién
de la estratificacion, favoreciendo nuevamente a una mayor disponibilidad de
nutrientes procedentes de la oxidacion de la materia organica de los estratos
profundos hacia la superficie (Cuadro 4 y Fig. 6 y 10). Sin embargo, las altas
abundancias relativas de la clase Gammaproteobacteria durante la estratificacion
bien establecida y tardia pueden ser producto de que algunas especies integrantes
de este grupo tienen estilos de vida competitivos y crecen significativamente mas
rapido que el promedio del bacterioplancton de los lagos, ademas de que exhibe
tasas altas de desarrollo cuando hay nitrogeno y fésforo (Gasol et al., 2002; Simek
et al., 2006; Newton y McMahon, 2011).

8.2.11 Clase Deltaproteobacteria (BSR)

Las Deltaproteobacteria en el lago de Atexcac se presentaron durante todo el
periodo de estratificacion con un incremento gradual desde el inicio de éste hasta el
final. La distribucion de esta clase en mayor proporciéon hacia la estratificacion bien
establecida y tardia puede estar en funcién de la relacion directa encontrada con el

pH y el carbonato (Fig. 5), pues se ha reportado que esta clase tiene una alta
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preferencia hacia ambientes con variacion del pH (Newton et al., 2011a) como el

registrado en Atexcac (Cuadro. 3 y Fig.5).

Por otro lado, las maximas abundancias relativas se ubicaron en el epilimnion
e hipolimnion (Figs. 9 y 10), presentandose las minimas abundancias en la
estratificacion temprana en el metalimnion (Fig. 10). La presencia de este grupo a
lo largo de la columna de agua coincide con que este grupo no esta restringido
unicamente a las zonas sin oxigeno (Atlas y Bartha, 2002), dado que las mayores
abundancias relativas fueron encontradas en el epilimnion donde la concentracién
de oxigeno estuvo por arriba de los 5 mg L-'(Fig. 3b), y donde se ha reportado que
pueden llevar a cabo la oxidacion de varios substratos organicos teniendo al
oxigeno como aceptor de electrones (Braissant et al., 2003; Karnachuk et al., 2006;
Baumgartner et al., 20006).

Las Deltaproteobacteria (BSR) del lago de Atexcac también estuvieron
correlacionadas de manera positiva con la temperatura y el oxigeno (Cuadro 5),
dado que su abundancia relativa decrecia conforme la temperatura y el oxigeno
disuelto fueron disminuyendo conforme aumentaba la profundidad (Figs. 3a, by 10),
comportamiento contrario al esperado con la concentraciéon de oxigeno disuelto
donde se presumiria una relacion inversa. Sin embargo, la distribucién de este grupo
dentro del epilimnion y metalimnion también coincide con lo reportado para el lago
meromictico Gek-Gel por Karnachuk et al (2006) y lo registrado por Hernandez-
Avilés et al (2010) para el lago de Alchichica por medio de FISH. Asimismo, el patron
de la presencia de las BSR a lo largo de la columna de agua durante la
estratificacion es equivalente a lo reportado por Escobary Torres (2016) para el lago
Atexcac empleando un kit que detecta a este grupo por medio de una enzima

especifica (APS: adenosina-5"-fosfosulfonato reductasa).
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8.2.12 Filo Actinobacteria (ACT)

En el lago de Atexcac el filo Actinobacteria se registro en la estratificacion teniendo
los maximos de abundancia relativa al final de ésta, mientras que durante la
estratificacion bien establecida se registraron los valores mas bajos de abundancia
relativa donde este grupo demostré solo tener una correlacion positiva con el sulfato
(Cuadro 5) (Fig. 6 y Fig. 10).

Los maximos de abundancia relativa fueron registrados hacia el epilimnion
durante toda la estratificaciéon, donde Actinobacteria estuvo particularmente
asociada con la zona eufética y corresponde con lo observado en otros sistemas,
pues se conoce que estos organismos de tamafo pequefo (ultramicrobacterias)
aprovechan la luz por medio de un pigmento (rodopsina), que es importante para la
generacion de la energia de estos microorganismos y les confiere una ventaja para
evitar la depredacion y la radiacion UV (Pernthaler et al., 2001; Warnecke et al.,
2005; Ventura et al., 2007).; ademas de que este filo posee también un alto
contenido de guanina y citosina que favorecen su metabolismo (Sharma et al., 2009;
Ghai et al., 2013; Garcia et al., 2013; Wurzbacher et al., 2012).

8.2.13 Filo Planctomycetes (PLA)

El filo Planctomycetes fue registrado por medio de la sonda PLA886. En el periodo
de mezcla fue uno de los tres grupos mas abundantes del picoplancton procarionte,
este grupo tuvo un descenso y un posterior aumento en abundancia relativa desde
el principio hasta el final de la estratificacién (Fig. 9), registrando una correlacion
positiva con el pH y el carbonato, siendo que las abundancias relativas de este filo
aumentaron conforme se incrementd el pH y las concentraciones de carbonato
durante la estratificacion bien establecida y tardia (Cuadro 4 y Fig. 5). A pesar de
que no se encontrd una correlacion estadistica de este grupo con el amonio cabe
resaltar que dicha forma del nitrégeno es la mas abundante en el lago a través del
tiempo y su distribucion al parecer si esta asociada con el patron espacio-temporal
que presentaron las concentraciones de esta forma reducida del nitrégeno (Figs. 6
y 10), de donde se deduce que este grupo puede estar llevando a cabo el proceso
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de anammox hacia el fondo del lago, como también lo ha sugerido Hernandez-Avilés
et al (2010) para el lago Alchichica.

8.2.14 Filo Bacteroidetes (BACT)

Este filo en el lago de Atexcac registré una mayor abundancia relativa al final
de la estratificacion y durante la subsecuente mezcla. Durante el periodo de mezcla
este filo puede estar degradando un amplio espectro de substratos (Bernardet et al.,
1996; Tortora et al., 2010), mientras que durante la estratificacion se observa un
aumento progresivo de este grupo (Fig. 9) principalmente hacia el hipolimnion (Fig.
10); asociado con la reduccion del oxigeno disuelto y de las formas oxidadas del
nitrégeno (Fig. 6), para los cuales se encontro una correlacion negativa (Cuadro 6 y
Fig. 11), y se infiere que este filo pueda estar participando en el proceso de
desnitrificacion como ha sido reportado por Bernardet et al. (1996) y Tortora et al.
(2010). Bacteroidetes en los lagos se encuentran a menudo en mayores
abundancias durante periodos siguientes a florecimientos de cianobacterias (Diez-
Vives et al., 2014) como puede ser el caso en el lago Atexcac pues este grupo tuvo
sus maximas abundancias relativas después del florecimiento y decaimiento de

Nodularia.
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9. CONCLUSIONES

» La alta variabilidad de los grupos que componen al dominio Bacteria y
Archaea durante la estratificacion térmica a lo largo de la columna de agua,
estaba relacionada con la dinamica de monomixis calida, que define

gradientes fisicos y quimicos

» El filo Thaumarchaeota perteneciente al dominio Archaea solo se registro
durante la estratificacion bien establecida durante el evento de
emblanquecimiento por lo que se puede hipotetizar que este grupo participa

en este proceso.

» Thaumarchaeota al igual que la mayoria de los grupos del dominio Bacteria
estuvieron principalmente correlacionados con el pH y el carbonato, lo que
indica que su dinamica se asocia con el sistema de amortiguamiento de

carbono del lago.

> El género Paracoccus y el subclado LD712 pertenecientes a la clase
Alphaproteobacteria registraron abundancias relativas altas. Mientras el
género Paracoccus se presento durante todo el periodo de estudio el grupo

LD12 solo se registrd durante la estratificacion.

» Los grupos dominantes durante todo el estudio fueron las Betaproteobacteria
y Gammaprotobacteria, ambas clases respondieron a la concentraciéon de
nutrientes, principalmente a la de amonio. Asi como también con el sistema

de amortiguamiento de carbono asociado con el pH.
» La abundancia relativa del filo Planctomycetes estuvo en respuesta de las

concentraciones de bicarbonato y carbonato, teniendo una mayor

abundancia cuando el carbonato era mayor que el bicarbonato.
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> El filo Bacteroidetes ademas de ser parte de los grupos mas importantes
dentro del estudio, su distribucion y abundancia estuvo relacionado con la
disminucién del oxigeno disuelto, asi como con las formas oxidadas del

nitrégeno.

» La clase Deltaproteobacteria (BSR) presentd asociacion directa con la
temperatura y el oxigeno disuelto, tuvo una amplia distribucién a través de la
columna de agua y su presencia no se encontro restringida a las zonas de
bajo concentracion de oxigeno, ni de mayor disponibilidad del sulfato como

era de esperarse.

» Deltaproteobacteria (Bacterias Sulfato Reductoras: BSR), Actinobacteria y
LD12 solo se registraron en la estratificacion, presentando mayor
abundancia durante las fases bien establecida y tardia cuando las

concentraciones de bicarbonato y amonio fueron bajas y los pH altos.
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