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FIGURA 13. Las imagenes muestran la deteccion de células del picoplancton procarionte a
través del empleo de la técnica de hibridacion in situ fluorescente mediante la deposicion
del receptor catalizado (CARD-FISH). A) Observacion de una muestra de agua del lago
La Preciosa al ser excitado el fluorocromo Alexa 488 con luz azul, al estar asociado a la
sonda de oligonucledtido. B) Observacion de la misma muestra del lago La Preciosa
tefiidas con DAPI las cuales fueron excitadas con luz UV. ........cccceeiviiniiiinienennene. 37

FIGURA 14. Distribucién temporal de la abundancia absoluta del picoplancton procarionte
total (PPT) y la abundancia relativa (expresados en cél. mL-1 y porcentaje de
hibridacion) del dominio Bacteria y Archaea. ...........cceeevieeeiiiieciiieeie e 38

FIGURA 15. Porcentaje de hibridacion de los fila del dominio Bacteria durante las fases
hidrodinamicas del lago La Preciosa. Se indica con abreviaturas los filo: Proteobacteria
(PRO), Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA), Bacteroidetes (BAC). ............ 40

FIGURA 16. Composicion del filo Proteobacteria. Se han sefialado con abreviaturas los
nombres de las clases: Alphaproteobacteria (ALF), Betaproteobacteria (BET),
Deltaproteobacteria (DEL) y Gammaproteobacteria (GAM) para las fases
hidrodinamicas del lago La Preciosa a través de sondas de oligonucledtidos de CARD-
2l 5 RS SS 41

FIGURA 17. Composicion y distribucion de los taxa de procariontes en los estratos de la
columna de agua del lago La Preciosa durante los periodos de A) Estratificacion
temprana y B) Estratificacion bien establecida. Los nombres de los taxa han sido
abreviados, como es el caso del género Paracoccus (PAR) y el subclado SAR 11-IIIb
(LD12); las clases Betaproteobacteria (BET), Gammaproteobacteria (GAM),
Deltaproteobacteria (DEL) y de los fila Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA) y
Bacteroidetes (BAC). ....oiiiiiieiiiecieeie ettt ettt et ba e enne 44

FIGURA 18. Composicion de los taxa y su distribucion en los estratos de la columna de agua
durante el periodo de estratificacion tardia del lago La Preciosa. Los nombres de los taxa
se han abreviado, por ejemplo, el género Paracoccus (PAR) y el subclado SAR 11-IIIb
(LD12); las clases Betaproteobacteria (BET), Gammaproteobacteria (GAM) y los fila
Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA) y Bacteroidetes (BAC).......ccccevunen..e. 45

FIGURA 19. Analisis de correspondencia candnica sin tendencia (ACCST). Ejes candnicos 1
y 2 explican el 72.3% de la varianza acumulada de la relacion de los grupos bacterianos
y parametros limnologicos. Se han abreviado tanto los dominios y taxa del picoplancton
procarionte, asi como algunas de las variables limnologicas. Dominios: Archaea
(ARCH) y Bacteria (EUB). Grupos especificos, por ejemplo: Paracoccus (PAR) y
subclado SAR 11-IlIb (LD12). Las clases: Betaproteobacteria (BET),
Gammaproteobacteria (GAM) y Deltaproteobacteria (la mayoria de las Bacteria sulfato
reductoras (BSR)) y los fila: Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA),
Bacteroidetes (BAC) y Picocianobacterias (Pcy). Variables limnologicas: temperatura
(T), potencial de hidrogeno (pH), fésforo soluble reactivo (FSR), oxigeno disuelto (OD)
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la composicion y distribucion espacio-
temporal de los dominios Archaea, Bacteria y de grupos especificos: la clase
Alphaproteobacteria y taxa que forman parte de esta clase como SAR 11-11Ib y el género
Paracoccus, asi también las clases Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria (Bacterias sulfato
reductoras) y Gammaproteobacteria, los fila Actinobacteria, Bacteroidetes y Planctomycetes
durante la fase de mezcla y de estratificacion del lago La Preciosa, empleando la técnica de
Hibridacion in situ fluorescente a través de la deposicion del receptor catalizado (CARD-
FISH). El dominio de mayor abundancia para el lago La Preciosa se encontr6 representado
por Bacteria, al mostrar porcentajes de hibridacion del 40-70% con respecto al picoplancton
procarionte total. E] dominio Bacteria se encontr6 distribuido a lo largo de la columna de
agua, alcanzando el méximo porcentaje de hibridacion cerca de la termoclina. Para el
dominio Archaea se hallé una hibridacion maxima del 10%, de acuerdo con el picoplancton
procarionte total. Se registré una distribucion variable para este dominio en los distintos
estratos de la columna de agua durante la fase de estratificacion. El patron de distribucion
espacio-temporal del picoplancton procarionte dependié del comportamiento de monomixis
calida del lago, con base en la dominancia de diferentes categorias taxondmicas en las fases
hidrodinamicas; registrando una mayor variabilidad de grupos taxonémicos en la fase de
estratificacion en comparacion con la fase de mezcla. Para el dominio Bacteria se encontrd
variabilidad temporal de los taxa que se evaluaron, identificando para la fase de mezcla la
presencia mayoritaria en forma decreciente de los filos Proteobacteria, Planctomycetes y
Bacteroidetes; por otro lado, en la fase de estratificacion destacod la aparicion del filo

Actinobacteria y la presencia del dominio Archaea.

W



1. INTRODUCCION

1.1 CLASIFICACION E IMPORTANCIA DEL PLANCTON
La denominacion plancton se refiere al grupo de organismos que estan adaptados a vivir en
aparente suspension en el agua de los diferentes ecosistemas acuaticos (Reynolds, 1984), éste
grupo de organismos planctonicos pueden ser subdivididos bajo criterios taxondmicos,
fisiologicos (Malone 1980; Stockner y Antia, 1986) o dimensionales; esta ultima subdivision
considera el criterio de separar a los organismos por tamano de acuerdo con una escala
logaritmica, permitiendo identificar una fraccion conocida como picoplancton (<2um,
Sieburth et al., 1978); la cual incluye tanto organismos procariontes y eucariontes (Callieri y
Stockner, 2002), donde particularmente el picoplancton procarionte cumple un papel
ecoldgico relevante en los procesos biogeoquimicos al aportar biomasa de manera

significativa a los diferentes sistemas acudticos, especialmente en los oligotroficos.

1.2 TAXONOMIA Y PAPEL ECOLOGICO DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE
En el picoplancton procarionte se incluyen microorganismos de los dominios Archaea y
Bacteria; estos representan un componente clave y fundamental en el flujo de materia y
energia del circuito microbiano (microbial loop) de los sistemas acudticos (Azam et al.,
1983). La taxonomia procariota en los sistemas acuaticos se caracteriza por la predominancia
de los fila bacterianos: Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Planctomycetes y
Cyanobacteria (fotoautédtrofos) constituyendo casi la totalidad de las células bacterianas en

una amplia variedad de ambientes acuaticos (Glockner et al., 2000; Callieri, 2008).

El filo Proteobacteria se encuentra constituido en su mayoria de bacterias Gram-
negativas quimiheterdtrofas. El filo se subdivide en seis clases designadas por las letras
griegas: Alpha (a), Beta (), Delta (6), Epsilon (¢), Gamma (y) y Zetaproteobacteria ({)
(Newton et al., 2011).

La clase Alphaproteobacteria es uno de los grupos mds abundantes de las
comunidades microbianas acuaticas, son capaces de crecer a niveles muy bajos de nutrientes
(oligotroficos) y estan presentes tanto en ambientes marinos como dulceacuicolas; aunque en
estos ultimos ambientes suelen ser ubicuas y menos numerosas (Newton, 2011). Esta clase
alberga organismos del género Paracoccus; microorganismos Gram-negativo que crecen

heterotrofica y quimiautotréficamente en una amplia gama de compuestos organicos, aunque




algunas especies utilizan el nitrato u 6xido nitroso como aceptor de electrones. Los miembros
de este género son versatiles, ya que pueden adaptar su metabolismo a las condiciones
prevalecientes del ambiente; presentan una morfologia cocoide, y entre las especies que
comprende a este género se exhibe una similitud genética que va del 93.5 - 99.8 %. Se sabe
que este género crece favorablemente en temperaturas que van de un rango de 15 a 37 °C con

un pH de 6.5 a 8.5 (Ludwig et al., 1993; Kelly et al., 2006).

Otro grupo que forma parte de la clase Alphaproteobacteria es SAR 11-IIIb (agua
dulce) también llamado ultramicrobacteria por su pequefio tamano (Heinrich et al., 2013;
Salcher et al., 2011b) es un subclado hermano de SAR 11-Illa (ambientes salados), estos
grupos mantienen una alta similitud genética (86.6%). El subclado de agua dulce fue
recientemente nombrado como LD12 (Zwart et al., 2002; Herlemann et al., 2014) y puede
ser tan numeroso como SAR11-Illa del océano; donde se tiene la hipotesis que este grupo
probablemente se origind a partir eventos de transicion de las bacterias SAR11 de ambientes
marinos a sistemas de aguas dulce (Logares et al., 2010; Zwart et al., 2002; Salcher ef al.,
2011b). Actualmente s6lo hay informacion limitada sobre su abundancia, estacionalidad, y

los rasgos metabolicos.

La clase Betaproteobacteria incluye organismos numéricamente dominantes
caracteristicos de ambientes de agua dulce y sistemas oligotroficos (Glockner et al., 1999,
2000). Presentan un rapido crecimiento cuando existen elevadas concentraciones de
nutrimentos; ésta clase tiene preferencia por la profundidad, pH y sustratos de carbono pues
este microorganismo emplea como fuente de energia compuestos que se producen en areas
de descomposicion anaerobia de la materia organica (Newton ef al., 2011). Se ha propuesto
que estas bacterias son particularmente competitivas en ambientes de agua dulce debido a

que tienen una forma de vida oportunista en el que ellas mantienen el balance.

Casi todas las Bacterias reductoras del azufre y de los sulfatos forman parte de la clase
Deltaproteobacteria, estas bacterias junto con las desnitrificantes favorecen la diferenciacion
quimica de la columna de agua durante la estratificacion térmica en lagos monomicticos
calidos. Anteriormente se consideraba que las Bacterias sulfato reductoras se restringian

hacia las zonas andxicas, lo que afectd la percepcion de estas bacterias sobre el proceso que




llevan a cabo en la precipitacion y litificacion del carbonato en los sistemas acuaticos (Frostl

y Overmann, 2000; Eckert ef al., 2002).

Se ha reportado que la clase Gammaproteobacteria es mas abundante en el océano
(Biers et al., 2009), mientras que, en los sistemas de agua dulce este grupo no es tan numeroso
(Zwart et al., 2002). Este taxon se constituye de una gran variedad de organismos con
diferente actividad metabdlica, incluyendo a organismos quimilitoautotroficos, que fijan el
carbono inorganico de los lagos contribuyendo significativamente al ciclo del carbono y

nitrogeno (Zwart et al., 2002).

El filo Actinobacteria decrece en abundancia con el aumento de la profundidad y a
bajas concentraciones de oxigeno; asi mismo este filo presenta diferentes caracteristicas
quimicas y bioldgicas (Newton et al., 2011); por ejemplo se les clasifica como bacterias
Gram-positivas debido a que en su acido desoxirribonucleico (ADN) poseen un alto
contenido de guanina y citosina, ademas este filo presenta pequefios tamafios por lo que se
les denomina también como ‘“ultramicrobacterias” (Heinrich et al, 2013; Salcher et al.,

2011a).

El filo Bacteroidetes son bacterias Gram-negativas y fue conocido antiguamente
como Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, €ste grupo es cominmente de aguas dulces y
marinas (Lemarchand ef al., 2006), aunque son numéricamente mas abundantes en ambientes
marinos, asi como en algunos lagos con una amplia variedad de salinidad (Eilers et al., 2001;
Wu et al., 2006).Algunos grupos pertenecientes a este filo tienen la capacidad de degradar
compuestos organicos de alto peso molecular y biopolimeros a través de la excrecion de

exoenzimas (Wu et al., 2006).

El filo Planctomycetes es un grupo de bacterias que habitan una amplia gama de
ambientes acudticos y terrestres con diversas condiciones ambientales, a estos se les ha
detectado en una amplia variedad de temperaturas (-2 a 27 °C), pero es mas comun

encontrarlos en sistemas de baja temperatura (Ivanova et al., 2016).

Los microorganismos del dominio Archaea se encuentran también en ambientes
donde las condiciones fisico-quimicas son extremas (temperaturas muy altas, elevadas

concentraciones salinas o valores de pH extremadamente bajos); aun asi, han sido detectados




en habitats de agua dulce y salina donde las condiciones ambientales no son tan hostiles
(Nold y Zwart, 1998). Aparentemente, las Archaea suelen constituir una proporcion
relativamente pequena de las comunidades microbianas acuaticas (DeLong et al., 1994). El
dominio Archaea se encuentra integrado por varios fila de entre los que se puede mencionar
a Euryarchaeota, Crenarchaeota y el filo Thaumarchaeota; éste tiltimo descrito por Brochier-
Armanet et al. (2008). El filo Thaumarchaeota incluye a organismos amoniaco-oxidantes
capaces de realizar importantes procesos dentro del ciclo biogeoquimico del nitrogeno

(Callieri et al., 2015).

La distribucion del picoplancton procarionte en ambientes acudticos, puede verse
afectada por factores espaciales y ambientales (Langenheder y Ragnarsson, 2007), entre los
factores ambientales que influyen en mayor proporcion en la composicion de los
microorganismos procariontes se encuentra la salinidad (Barberan y Casamayor, 2010); ya
que el efecto de la salinidad se refleja en los patrones de distribucion de los principales grupos
bacterianos planctonicos tales como Beta y Gammaproteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Planctomycetes (Wu et al., 2006), pues se ha reportado una abundancia
relativamente alta en ambientes de agua dulce y una disminucion de su abundancia con el

incremento de la salinidad (Kirchman et al., 2005; Wu et al., 2006; Newton et al., 2011).

En general, el estudio de la composicion microbiana y de los factores que determinan
su distribucion contribuyen en el entendimiento de la composicion de las comunidades
microbianas a escala global y de las fuerzas evolutivas que la forman (Ramette y Tiedje,
2007); dado que los microorganismos son indispensables en el mantenimiento de la biosfera
al regular los ciclos biogeoquimicos de los principales elementos, participando en los
procesos de descomposicion de materia organica, reciclando nutrimentos o degradando
compuestos contaminantes; ademas de ser tutiles en diversas aplicaciones biotecnologicas
(Madsen, 2005). Tal es el caso del filo Planctomycetes donde recientemente se ha investigado
su participacion en la ruta metabdlica de oxidacion anaerobia del amonio (Newton ef al.,

2011).

1.3 METODOS DE ESTUDIO Y SU IMPORTANCIA EN EL ESTUDIO AMBIENTAL

Con la introduccion de los métodos para evaluar cuantitativamente a las bacterias a través de

microscopia de epifluorescencia o citometria de flujo, se descubrid que el picoplancton




procarionte es relevante no solo en abundancia, sino ademés en diversas funciones
ecosistémicas (produccion-respiracion) y es fundamental para la mineralizacion de la materia

organica en los sistemas acuaticos (Revilla ez al., 2000).

Para determinar la diversidad filogenética y taxondmica, asi como la cuantificacion
de su abundancia de los grupos procariontes se requiere de estudios con técnicas moleculares
(Callieri et al., 2009). Las técnicas moleculares principalmente estan basadas en el uso del
acido ribonucleico ribosomal 16S (ARNr) como marcador filogenético, siendo a través de
éste que se comenzo a revelar la composicion taxondmica y los patrones evolutivos de los
microorganismos procariontes (Amann et al., 1995). La informacién filogenética generada
con base en este marcador, permitié identificar una inesperada diversidad de bacterias que
tienen poca semejanza con la de los organismos cultivados encontrando ademas que existian

filos enteros de los que no se tenian representantes cultivados y/o registrados.

La ecologia microbiana actualmente enfrenta problemas para obtener informacion de
indole diversa; sin embargo, a través de métodos moleculares se ha logrado refinar el
entendimiento de los procariontes en general, ya que algunas de estas técnicas identifican
células individuales in situ lo que ha favoreciendo no solo en su identificacion, sino que
también en la obtenciéon de sus abundancias, permitiendo tener un conocimiento de la
diversidad prevaleciente en el ecosistema (Kubota, 2013). Por ejemplo, una de estas técnicas
es la Hibridacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés); sin embargo, dado que
no siempre los procariontes presentan contenidos suficientes de ARNr ha hecho que éste
método se ha renovado al emplear un catalizador para amplificar la sefial de las células
hibridadas y a esta nueva técnica ha sido denominada como Hibridacion in situ fluorescente
a través de la deposicion del receptor catalizado (CARD-FISH, por sus siglas en inglés). La
ventaja de éste método es que tiene la sensibilidad para el andlisis del picoplancton
procarionte (Pernthaler ef al., 2002) de ambientes acuaticos donde la actividad metabdlica de
estos microorganismos es extremadamente baja (Hoshino et al., 2008), pues ésta técnica
incrementa hasta 12 veces la deteccion de las células, lo que resulta especialmente 1til en el

caso de que exista un bajo nimero de copias del ARNr (Kubota, 2013).

La técnica parte de una fase de filtracion de la muestra, montaje de las membranas en

agarosa, permeabilizacion de la célula, hibridacién y amplificacion de la sefial de tiramida;




la fijacion permite estabilizar las macromoléculas y estructuras celulares evitando la lisis y
favoreciendo la permeabilizacion de la membrana celular para facilitar la penetracion de la
sonda fluorescente con la deposicion de un gran nimero de moléculas marcadas con tiramida
por actividad de la peroxidasa, permitiendo unirse y formar moléculas de cadena doble de

acuerdo al protocolo propuesto por Salcher et al. (2011a).
2. ANTECEDENTES

Actualmente se estd generando informacion de interés en lagos profundos tropicales de
México; en estos se ha descrito la dindmica del ensamblaje planctonico de los
picoprocariontes unicelulares, a través del empleo de la técnica de biologia molecular FISH
(Hernandez-Avilés et al., 2010) y CARD-FISH (Bautista-Reyes y Macek, 2012) en particular
en el lago volcéanico Alchichica. Estos trabajos sirven de referencia en el entendimiento de la
dindmica del picoplancton procarionte del lago La Preciosa, que al igual que Alchichica se
encuentra en la Cuenca de Oriental y cuyo origen de formacion y comportamiento térmico
es similar, aunque su salinidad es menor. Se tiene conocimiento que en los lagos profundos
tropicales como Alchichica los cambios en la composicion bacteriana son debido a que a lo
largo de la columna de agua se forman capas o estratos de diferente densidad debido a
diferencias en la temperatura entre unas y otras, asi como gradientes de intensidad de luz, de
oxigeno y de concentraciones de nitrogeno y otros nutrientes; esto provee un amplio rango
de condiciones ambientales que se puede reflejar en una amplia diversidad de grupos de
picoprocariontes (Herndndez-Avilés ef al., 2010). Otras variables como la disponibilidad de
recursos y el contenido salino que presenta un hébitat también influyen en la composicion de

los diversos grupos de picoplancton procarionte.
3. JUSTIFICACION

La importancia y participacion del picoplancton procarionte en las redes troficas acuaticas
ha sido bien documentada en las ultimas décadas para las zonas templadas, boreales
(Straskrabova et al., 2009) y en los sistemas marinos (Eilers et al., 2001), generando
importantes avances en la descripcion de la composicion de los procariontes. Cabe resaltar
que las investigaciones generadas en latitudes tropicales son incipientes, dadas las escasas

investigaciones realizadas y referencias publicadas.




Los lagos volcanicos profundos al comportarse como monomicticos calidos,
presentan un periodo largo de estratificacion térmica que favorece una estratificacion de tipo
quimica, en la que se definen importantes gradientes ambientales a lo largo de la columna de
agua. En estos se establecen diferentes procesos vinculados con los ciclos biogeoquimicos
en los que participan diferentes grupos microbianos y cuyo papel empieza a ser dilucidado.
De tal forma que estos cuerpos de agua son laboratorios naturales donde se puede estudiar y
entender con mayor precision la participacion de grupos procariontes asociados con las

caracteristicas quimicas propias de cada estrato.
4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

o (Cuadl es la composicion del picoplancton procarionte en el lago crater La Preciosa?

o (Como se distribuyen verticalmente los taxa del picoplancton procarionte durante las
cuatro etapas hidrodinamicas del lago La Preciosa?

o ¢Qué parametros limnoldgicos se relacionan con la presencia o ausencia de grupos

picoprocariontes en el lago La Preciosa?
5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la composicién y distribucion espacio-temporal de los dominios y grupos especificos
del picoplancton procarionte durante las fases hidrodinamicas, y relacionarlo con la dinamica

limnologica del lago La Preciosa.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Cuantificar la abundancia y biomasa del picoplancton procarionte total y de

Picocianobacterias para el periodo de estudio.

b) Analizar el % de hibridacion (abundancia relativa) de los dominios Bacteria y
Archaea y de grupos especificos como: Alphaproteobacteria, el subclado SAR 11-11Ib
y el género Paracoccus ambos grupos del linaje de las Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria (incluyendo las principales Bacterias sulfato
reductoras), Gammaproteobacteria y los filos Actinobacteria, Planctomycetes,
Bacteroidetes y Thaumarchaeota, durante la fase de mezcla y de estratificacion

(temprana, bien establecida y tardia) del lago La Preciosa.




¢) Evaluar los patrones de variacion de la temperatura, oxigeno disuelto, potencial de
hidrégeno (pH), conductividad, asi como la concentraciéon de nutrimentos (amonio,
nitrito, nitrato, fosforo soluble reactivo y fosforo total) y de los iones sulfato,

carbonato y bicarbonato.

d) Establecer las posibles relaciones de los grupos procariontes con algunos parametros

fisico-quimicos analizados en el lago La Preciosa.
6. ZONA DE ESTUDIO

La Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) es un arco magmatico continental, constituido
por cerca de 8,000 estructuras volcanicas y algunos cuerpos intrusivos, que se extienden
desde el oeste en las costas del Pacifico hasta el este de las costas del Golfo de México. La
FVTM, alcanza una longitud aproximada de 1,000 km y una amplitud de entre 80 y 230 km
(Gomez-Tuena et al, 2005). Esta provincia geologica contiene numerosas cuencas
endorreicas con lagos, como es el caso de la cuenca Oriental, ubicada en el extremo este de
la FVTM, abarcando los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz; es en ésta cuenca endorreica

donde se ubica el lago La Preciosa, conocido localmente como “Las Minas”.

El clima de la zona es variable y estd influido notablemente por la altitud, la
exposicion de los vientos secos y la sombra orografica que producen los macizos montafiosos
(Ramirez-Garcia y Novelo, 1984). Estas montafias interrumpen el flujo de los vientos
himedos (alisios) provenientes del Golfo de México, generando el establecimiento de un
clima de tipo semiarido tropical (lluvias en verano) dentro de la cuenca (Garcia, 2004;
Vilaclara et al., 1993), mostrando generalmente una temperatura media anual de 12-16 °C y

una precipitacion total anual de 400-800 mm (Garcia, 2004; Arriaga et al., 1998).

La Preciosa forma parte de un conjunto de lagos de origen volcanico, localizados en
los llanos de San Andrés y San Juan, en este tltimo se ubica el sitio de estudio (Arredondo-
Figueroa et al., 1983). La Preciosa se ubica entre los paralelos 19° 22" 32.78°7,19° 21’
49.14"'N y los meridianos 97° 22" 56.77"", 97° 23" 30.58 'O a una altitud de 2330 m s.n.m
Los crateres del lago La Preciosa son de tipo “maar” y se remontan al Pleistoceno tardio, su
forma es aproximadamente triangular, ya que su formacion fue producto de una triple

explosion freatomagmatica ocurrida en puntos muy proximos y casi simultaneos, estas




explosiones fueron el resultado de diferencias térmicas entre el magma y el agua del manto
freatico [Fig. 1] (Carrasco-Nuiiez et al., 2006; Armienta et al., 2008). Como resultado de
estas explosiones La Preciosa de acuerdo con Arredondo-Figueroa et al. (1983), registra una
longitud méaxima de 1,340 m con orientacion noroeste-suroeste, una anchura maxima de 920
m, linea de costa de 3,850 m, 4rea superficial de 0.78 km?, profundidad maxima de 45 m en
la zona noroeste y en la parte sur una profundidad media de 20.7 m; sin embargo, con el paso

del tiempo se ha observado una disminucion en el volumen del lago.

La Preciosa

500 m

Figura 1. A) Mapa batimétrico del lago La Preciosa, Puebla (tomado de Arredondo-Figueroa et al.,
1983), B) Imagen satelital del lago La Preciosa (Google Earth, NASA-INEGI, 2014).

De acuerdo con la clasificacion de Lewis (1983), el lago La Preciosa es catalogado
como un lago de tipo monomictico calido, ya que sigue un patron de variacion térmica;
mostrando una fase de mezcla y una fase de estratificacion. El agua que alimenta al lago es
principalmente subterranea, suele presentar una salinidad de 1.3 a 1.4 g L!, por lo que, desde
el punto de vista biologico no puede ser clasificado como un lago salino ya que el criterio es
aplicable para aquellos ambientes que presenta o superan los 3 g L' (Williams, 1996); sin
embargo, no puede ser considerado estrictamente dulceacuicola ya que de ser asi deberia
presentar una salinidad parecida a 1 g L' (APHA, 2005), por lo que se caracteriza como
subsalino. Presenta generalmente una conductividad de 2.150 mS cm™ y un pH de 8.7,
considerandose como un lago alcalino, con dominancia de sodio y magnesio sobre potasio y

calcio, y de cloruros y bicarbonatos sobre sulfatos y carbonatos (Vilaclara et al., 1993, 2002).




La flora acuatica estd representada por cuatro familias: Cyperaceae, Juncaceae,
Lemnaceae y Ranunculaceae (Ramirez-Garcia y Novelo, 1984). Dentro de las comunidades
biologicas caracteristicas del lago destaca la presencia de ictiofauna de la familia Atherinidae
(Poblana letholepis) reportado por Alvarez (1950). Entre los organismos zooplanctonicos se
reportan copépodos calanoides, rotiferos y especies tipicas de aguas dulces entre las que
destacan los cladoceros (Martinez, 2010). Se relacionan cinco clases caracteristicas de
fitoplancton entre los cuales se haya Bacillariophyceae (Chaetoceros sp. y Cyclotella sp. la
primera, filamentosa hallada durante todas las etapas hidrodinamicas, y la segunda sélo
durante la mezcla), Cryptophyceae (Campylomonas sp., Plagioselmis lacustris, encontradas
en todas las etapas), Chlorophyceae (en su mayoria presentes durante todas las etapas
hidrodindmicas), Cyanobacteria (Planktolyngbya tallingii, filamentosa) y Dinophyceae
(Peridinium sp.) halladas generalmente durante la estratificacion bien establecida (Martinez,

2010).
7. METODO

7.1 TRABAJO DE CAMPO

7.1.1 MUESTREO BIOLOGICO Y MEDICION DE PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS
En el lago La Preciosa se ubico una estacion de muestreo que correspondié a la zona de la
profundidad méaxima, donde se llevaron a cabo muestreos mensuales desde febrero hasta
noviembre del 2014. Para la caracterizacion de las fases hidrodinamicas relacionadas con su
comportamiento de monomixis calida sdlo fueron considerados cuatro meses representativos.
Asi para la fase de mezcla se eligio el mes de febrero; para el inicio de la estratificacion el
mes de abril; para la estratificacion bien establecida el mes de agosto y para el término de la

estratificacion el mes de noviembre.

En campo se evalud la variacion de la temperatura y del oxigeno disuelto a lo largo
de la columna de agua, a través de la colecta de muestras de agua de diferentes profundidades
con una botella muestreadora (van Dorn marca Wildco, Michigan, USA); con la consecutiva
medicidn de los pardmetros anteriormente mencionados a través de un equipo de medicion

portatil (Hach HQ30d con precision 1 °C y £0.01 mg L™).

Con el registro de dichas mediciones se elaboraron los perfiles verticales, mismos que

sirvieron para establecer las diferentes profundidades de muestreo. Asimismo, se midi6 la
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visibilidad del disco de Secchi con la finalidad de estimar la profundidad de la zona eufética

a partir de multiplicar ésta por una constante de 3.5 (Cole y Weihe, 2015).

Durante el periodo de mezcla se tomaron 6 muestras que incluyeron (1) la capa
superficial, (2) profundidad eufética y (3) el fondo y otras tres distribuidas a lo largo de la
columna de agua. Para el periodo de estratificacion se tomaron de igual manera muestras que
comprendian (1) la zona del epilimnion -masa de agua calida y menos densa-, (2) profundidad
eufotica, (3) termoclina -lugar en el que existi6 una variacion de la temperatura con respecto
a la profundidad del cuerpo de agua y asi mismo fue posible identificar una maxima
diferencia en temperatura denominada termoclina planar-, (4) oxiclina, (5) hipolimnion-
masa de agua fria y densa- y (6) fondo. La colecta de muestras de agua se realiz6é también
con el empleo de una botella muestreadora van Dorn (marca Wildco, Michigan, USA) de 2.5
L de capacidad; las muestras fueron almacenadas y transportadas en botellas de polietileno

de 1 L las cuales fueron colocadas en hielo con sal.

Una vez tomadas las muestras de agua en campo, se determin6 para cada una de ellas
el potencial de hidrégeno (pH) al emplear un equipo de medicion portatil (Hach HQ30d
precision £0.001). Tanto la conductividad eléctrica como los s6lidos disueltos totales fueron
medidos con un equipo Checkmate modelo 90 (marca Corning, New York, USA con una
precision £0.01 puS), asimismo se evaluo la alcalinidad por la técnica colorimétrica con

indicadores.

Para el plancton procarionte se tomaron muestras de agua las cuales fueron fijadas
con formol libre de particulas (obtenido mediante la filtracion a través de una membrana de
policarbonato de 0.2 um) cuya concentracion final fue del 2% de acuerdo con lo propuesto
por Porter y Feig (1980). Las muestras se procesaron antes de 24 horas permaneciendo en

refrigeracion hasta el momento de su analisis.

7.2 TRABAJO DE LABORATORIO

7.2.1 FILTRACION DE MUESTRAS DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE TOTAL Y
PICOCIANOBACTERIAS

El picoplancton procarionte total se cuantifico tifiéndolo con DAPI (4 6-diamidino-2-
fenilindol) sobre membranas negras de policarbonato (GTTP Millipore, Osmonics,

Alemania) con tamafio de poro de 0.2 pm montadas en aceite de inmersion; las células fueron
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contabilizadas empleando un microscopio de epifluorescencia (Leica, Alemania) con un
lente de inmersion 100x en campos seleccionados al azar hasta que fueron contadas de 400

a 600 bacterias de acuerdo con Hobbie et al. (1977) y Porter y Feig (1980).

Las Picocianobacterias fueron concentradas en membranas de policarbonato blancas
con tamafo de poro de 0.2 um montadas en aceite de inmersion. Para su analisis no se
requirid de ningin fluorocromo debido a que las Picocianobacterias a parte de tener
clorofilas, poseen ficobilinas (ficocianinas y ficoeritrinas) que presentan fluorescencia
cuando se les excitaba bajo un haz de luz verde de un filtro de tipo Cy3 (cianina), se
contabilizaron 600 células de Picocianobacterias a través del empleo de imagenes tomadas

al azar.

A su vez se tomaron fotografias con una cdmara digital (Canon PowerShot S-45)
misma que se encontraba ajustada al microscopio de epifluorescencia las fotografias fueron
tomadas con el programa Canon Utilities Zoom Browser 6.9. De cada preparacion se tomaron
entre 10 y 15 imagenes para medir aproximadamente 1x10° células.

7.2.2 PROTOCOLO DE LA TECNICA HIBRIDACION [N SITU FLUORESCENTE A TRAVES DE LA

DEPOSICION DEL RECEPTOR CATALIZADO (CARD-FISH) PROPUESTO POR SALCHER ET
AL. (2011A).

Se llevaron a cabo los siguientes pasos:

a) Filtracion de muestras para determinar dominios y grupos especificos del

picoplancton procarionte

Las muestras de picoplancton procarionte fueron filtradas antes de cumplir 24 h, dicha
filtracion se llevo a acabo al interior de una campana de extraccion. La filtracion fue a través
de una torre de filtracion (3.5 cm de didmetro) misma que era ajustada a un sistema de vacio
de baja presion. En la torre se encontraba integrada una membrana de soporte (0.45 pm) y
sobre ella una membrana de policarbonato blanca de 0.2 um de didmetro de poro (GTTP
Millipore, USA u Osmonics, Alemania, 47 mm de diametro), donde quedd concentrado el
picoplancton procarionte. Fue depositado un volumen de entre 10 y 20 mL de muestra sobre
la copa de la torre de filtracién con una pipeta automatica (se cuidd la homogenizacion de la
muestra antes de tomar la alicuota), una vez confirmada la filtracion se adicionaba agua libre
de particulas (filtrada en membranas de 0.2 um) para lavar las membranas. Finalizada la

filtracion se prosiguié a desmontar el sistema de filtrado para retirar la membrana la cual fue
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rotulada y almacenada en congelacion a -20 °C, hasta el momento de continuar con los

siguientes pasos de la técnica.
b) Montaje en agarosa

Con la finalidad de tener baja pérdida celular a lo largo del proceso de CARD-FISH se
prepard agarosa de alta calidad (temperatura de solidificacion 35.5 °C) al 0.1%, ésta fue
depositada en cajas Petri para ser calentada en un microondas hasta su ebullicion. La
temperatura Optima de la agarosa fue aproximadamente 40 °C, una vez verificada la
temperatura se sumergieron las membranas de policarbonato, cerciorandose que el lado de la
membrana que soporta a las bacterias se encontrara hacia arriba. Inmediatamente, las
membranas fueron retiradas y colocadas sobre cajas Petri para ser secadas en un horno de
incubacion, durante al menos 30 minutos a 35 °C. Una vez secas las membranas, se pipeted
etanol (80%) sobre los bordes de las mismas; con la finalidad de deshidratarlas y
desprenderlas de las cajas Petri, las membranas fueron colocadas sobre papel absorbente a
temperatura ambiente. Debido a que algunos microorganismos tienen sus propias
peroxidasas o proteinas con actividad pseudoperoxidasa, se procedié a su inactivacion
mediante la incubacion de los filtros en 4cido clorhidrico (0.01 M) por al menos 10 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con buffer de fosfato salino (1x; pH=7.6)

a temperatura ambiente.
c) Permeabilizacion con lisozima y acromopeptidasa o proteinasa K

Para facilitar el acceso de las sondas marcadas dentro de la célula, se prepar6 solucion de
lisozima (esta puede facilitar la desintegracion de algunas capas de mureina que constituyen
la pared celular de algunos procariontes). Las membranas fueron incubadas en cajas Petri en
una solucion de lisozima durante 60 minutos a 37 °C; pasado este tiempo se incubaron las
membranas en solucién de acromopeptidasa o proteinasa K (de acuerdo con la especificidad
de la sonda ya que algunos grupos por ejemplo Actinobacteria, son resistentes a la digestion
con lisozima por lo que se introduce una segunda digestion con acromopeptidasa) durante 30
minutos a 37 °C; llegado este tiempo las membranas fueron lavadas dos veces, primero con
agua libre de particulas y después con etanol; fueron secados sobre papel absorbente (después
de la permeabilizacion las membranas pudieron ser almacenados a -20 °C por varias

semanas).
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d) Hibridacion

Para llevar a cabo la hibridacion, las membranas de 47 mm de diametro se cortaron en
secciones iguales, las cuales fueron rotuladas con lapiz sobre el borde; cada seccion se coloco
en un tubo eppendorf de 1.5 mL de capacidad, fueron 13 tubos eppendorf que contenian un
tipo de sonda universal o especifica las cuales se encontraban marcadas con peroxidasa de
rabano picante (del inglés horseradish peroxidase o HRP, 50 ng/uL), ademas de agregar el
competidor correspondiente. Paralelamente se agrego el buffer de hibridacion de acuerdo con
la concentracion de formamida recomendada para cada especificidad (Greuter et al., 2016).
Se dejo hibridar en un ultratermostato (Thermomixer, Eppendorff) a 35 °C por al menos 15h.
Todas las sondas empleadas en este andlisis fueron sintetizadas por Thermo Scientific

[Cuadro 1].

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

Sonda Grupo objetivo Secuencia de la sonda (5°- 37) 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 ez al., 1993
ALF968 Alphaproteobacteria GGT AAG GTT CTG CGC GTT Neef, 1997
PAR1457 Género Paracoccus CTA CCG TGG TCC GCT GCC Neef et al., 1996
LD12-121 Clado SAR11 III-b 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 CCA CATCGT TT Manz et al ., 1992
GAM42a Gammaproteobacteria GCC TTC CCA CATCGTTT Manz et al ., 1992
GAMA42a-C Competidor para GAM42a GCC TTC CCACTTCGTTT 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 Actinobacteria TA TAGTTACCACCGCCGT Roller ez al., 1994
ARCHO915 Archaea GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT Stahl y Amann, 1991
CRENS537 Thaumarchaeota TGA CCA CTT GAG GTG CTG Teira, 2004
e) Lavado

Las secciones de las membranas se lavaron durante 20 minutos en buffer de lavado
(precalentado a 37 °C). Una vez transcurrido el tiempo las secciones de las membranas fueron

retiradas del buffer de lavado y fueron colocadas en tubos eppendorf el cual contenia buffer
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salino de fosfatos (1x; pH: 7.6) durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad
(cuidando de no dejar secar las secciones de los filtros por un tiempo prolongado ya que

podria reducir la actividad de la enzima HRP).
f) Deposicion catalizada (amplificacion de la sefial CARD)

Se mezclo en un tubo eppendorf buffer de amplificacion mas solucion de perdxido de
hidrégeno y tiramida marcada con Alexa 448. Se colocaron las secciones de las membranas
en la mezcla anterior y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a 37 °C. Fueron
removidas las membranas de la solucidon quitando el exceso de liquido sobre un papel
absorbente. Las membranas fueron lavadas en una caja de Petri con solucion salina de
fosfatos (1x; pH: 7.6) a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos.
Posteriormente las membranas fueron lavadas con agua libre de particulas y etanol. En cajas
Petri y en oscuridad fueron almacenadas las secciones de las membranas al ser resguardadas

también en congelacion (-20 °C) hasta el momento de su observacion.

7.2.3 ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA

El analisis de las muestras de agua se llevd a cabo a través de empleo de métodos estandar

para el analisis de aguas y aguas residuales (APHA, 2005).

Se evaluo la alcalinidad con el método de indicadores, mediante la titulacion con
fenolftaleina y anaranjado de metilo. Los sulfatos fueron analizados a través del método

turbidimétrico.

Se determinaron las concentraciones de los nutrimentos a través de métodos
colorimétricos: los nitratos con columna de reduccion de cadmio-cobre y por el método de
nitritos; los nitritos se analizaron por el método del acido sulfanilico; el amonio con el método
de azul de indofenol; el fosforo total a través de la digestion de la muestra con persulfato y
mediante el método de fosfomolibdato; a su vez, este tltimo fue empleado para determinar

fosforo soluble reactivo (APHA, 2005).
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7.3 TRABAJO DE GABINETE

7.3.1 CUANTIFICACION DE LA ABUNDANCIA DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE TOTAL Y
PICOCIANOBACTERIAS

El célculo de la abundancia celular del picoplancton procarionte total se llevoé acabo
retomando el conteo directo de las células y transfiriéndolos en hojas de Microsoft Excel, a
su vez se empled la correccion debida al fijador, asi como una constante (obtenida al
considerar el area de filtracion y area del campo contado), el promedio de células bacterianas

y el volumen de la muestra [Cuadro 2].

Las Picocianobacterias fueron contabilizadas a través de utilizar cuadriculas
disenadas en el programa Microsoft Power Point; estas se colocaron sobre las imagenes
previamente tomadas, posteriormente se llevo acabo el mismo procedimiento empleado para

calcular la abundancia del picoplancton procarionte total.

Cuadro 2. Cuantificacion de abundancia celular del Picoplancton procarionte

(cf = cte * Pm cél.)

Abundancia (cél.mL™1) = Vol.muestra

Correccion debida al fijador= cf

Constante= cte

Promedio de células bacterianas= Pm cél.

Volumen de la muestra filtrada (mL”) = Vol. muestra

7.3.2 CUANTIFICACION DE LA BIOMASA DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE TOTAL Y
PICOCIANOBACTERIAS

La biomasa del picoplancton procarionte se evalud a partir de analizar imagenes fotograficas,
mediante el uso del programa de andlisis de imagen Image J version 1.33 (USA), las
dimensiones morfométricas bacterianas (area, perimetro, Feret o largo méximo) obtenidas
por este programa de computo fueron transferidas a una hoja de calculo de Microsoft Excel
con macros, los cuales ayudaron a calcular los pardmetros bacterianos como lo fue el

contenido de carbono.

El contenido de carbono del picoplancton procarionte total se determin6 de acuerdo
con las relaciones alométricas que guarda con el volumen celular empleando para ello la
ecuacion alométrica de Loferer-KroBbacher (Posch ef al., 2001), mientras que para las

Picocianobacterias se empled la constante de Weisse y Stadler (2006).
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Con los datos del volumen celular y del contenido de carbono multiplicados por la
abundancia de los grupos autotréficos y heterotréficos del picoplancton se estimd el
biovolumen y la biomasa respectivamente.

7.3.3 CUANTIFICACION DEL PORCENTAJE DE HIBRIDACION PARA DOMINIOS Y GRUPOS

ESPECIFICOS DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE TOTAL
El paso final de la hibridacién in situ fue la deteccion de la sonda marcada que hibrid6 con
las células, por lo que se utilizdé un microscopio de epifluorescencia (Leica, Alemania), con
un lente de inmersion 100x apocromatico. Se seleccionaron campos al azar, donde la
observacion fue a través del empleo de un cubo de filtros I3 (FITC, AO) con un haz de luz
azul que permite la excitacion del fluorocromo Alexa 488 permitiendo observar la
fluorescencia verde de aquellas células hibridadas, asi mismo fueron contabilizadas todas las
células de la misma area tefiidas con DAPI (células totales) las cuales presentan una
coloracion azul, al ser excitadas con un haz de luz ultravioleta (emision 470 nm, con un cubo
de filtros A -UV-). El propdsito de este conteo con DAPI es obtener la abundancia relativa o
el porcentaje de células presentes para cada sonda universal y especifica de oligonucleotidos.
Entre 400 y 600 células tefiidas con DAPI fueron contabilizadas para obtener un error de

conteo inferior al 5% (Hobbie et al., 1977; Porter y Feig, 1980).

Una vez contabilizado el total de células procariontes tefiidas con DAPI se obtuvo el
porcentaje de las células hibridadas para cada sonda especifica de oligonucledtido [Cuadro
3].

Cuadro 3. Estimacion de la abundancia relativa para los taxa del lago La Preciosa.

Células marcadas con Alexa 488

% de hibridacion del taxon X = Células tefiidas con DAPI x 100

7.3.4 ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos del picoplancton procarionte se integraron a una base de datos con la finalidad de
evaluar graficamente su patron de variacion espacial y temporal de los grupos funcionales

heterétrofos y autotrofos (con el programa Microsoft Excel).

17



Se validaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, para determinar si se
aplicaba estadistica paramétrica o no paramétrica, considerando el uso de transformaciones

de los datos con el proposito de estandarizar y normalizar.

Para la estratificacion se calcul6 la media aritmética de las abundancias de los taxa y
nutrimentos con el proposito de regionalizar los estratos de la columna de agua (epilimnion,

metalimnion e hipolimnion).

Las abundancias de los taxa procariontes y las variables ambientales fueron
examinadas a través de un método de ordenacion multivariado, para ello se emple6 un
analisis de correspondencia canonica sin tendencia (ACCST) (Ter Braak, 1986) empleando
el programa de computo CANOCO version 4.5. El objetivo de emplear este método permitid
observar y analizar de manera simultanea las relaciones de los grupos procariontes con las

diversas variables fisico-quimicas analizadas.
8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS LIMNOLOGICAS

8.1.1 TEMPERATURA
El agua del lago La Preciosa para el afio 2014 registr6 una temperatura minima de 14.5 °C
hacia el fondo, y hacia la superficie una temperatura maxima de 21 °C. Al comienzo de este
ciclo, la temperatura registrada permanecié homogénea, lo que favorecio que la columna de
agua se mantuviera mezclada; esta fase de mezcla comprendié desde finales de diciembre
del 2013 a finales de marzo 2014 [Fig. 2A]; por lo que en el presente trabajo se eligio el mes

de febrero como representativo de esta fase [Fig. 3], registrando un intervalo de temperatura

de 14.5a16.5 °C.

En el mes de marzo disminuyd la accion del viento y empezo6 a intensificarse la
radiacion solar, lo que generd un aumento en la temperatura superficial del lago, produciendo
diferencias en densidad dentro de la columna de agua, dando como resultado para el lago La
Preciosa la formacién de una segunda fase; denominada como estratificacion, la cual se

present6 para el resto de los meses que comprende el afio 2014 [Fig. 2A].

Durante la fase de estratificacion se establecieron tres etapas hidrodindmicas caracteristicas:
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-Estratificacion temprana, la cual quedd representada por el mes de abril [Fig. 3],
donde fue notorio el incremento de la temperatura superficial del agua al registrar una
temperatura maxima de 19.5 °C y en el fondo de la columna una temperatura de 15 °C (Fig.

2A).

Al aumentar la temperatura superficial se originaron dos masas de agua; una ubicada
desde la superficie hasta los 13 m de profundidad la cual correspondié al epilimnion y otra
masa de agua ubicada desde los 23 m hipolimnion, misma que registrd una temperatura de

14.5 °C.

La termoclina en la estratificacion temprana se ubic6 desde los 13 hasta los 22 m de
profundidad, indicando asi una amplitud de 9 m de profundidad, mientras que la termoclina

planar se localizé a los 20 m y cuyo gradiente maximo fue de 0.27°C [Fig. 3].

-Estratificacion bien establecida representada en el mes de agosto. Para esta etapa
hidrodindmica se observd una temperatura superficial promedio de 19.5 °C y hacia la parte
mas profunda del cuerpo de agua una temperatura de 16.0 °C. Durante esta fase, el limite
superior de la termoclina se profundiz6 cercanamente a los 16 m de profundidad, con un
limite inferior aproximado a 25 m, registrando una temperatura que oscilé de 18.0 a 16.0 °C
[Fig. 3], en tanto que la termoclina planar se ubic6 a los 18 m, registrando una diferencia

maxima por metro de profundidad de 0.65 °C.

-Estratificacion tardia caracterizada en el mes de noviembre. Etapa en la cual la
termoclina se profundiza y disminuye en amplitud (2m), se observa en la figura [Fig. 3] que
el limite superior de la termoclina se ubic6 a 28 m de profundidad, mientras que el limite
inferior se localizé a 30 m de profundidad. La mezcla comienza a afectar a gran parte de la

columna de agua, permitiendo notar el rompimiento de la estratificacion.
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Figura 2. Diagramas espacio-tiempo de A) Temperatura y B) Oxigeno disuelto para la columna de
agua del lago La Preciosa durante el afio 2014. Se indican las fases hidrodinamicas: en la barra
inferior se marca en azul y en rosa los periodos de mezcla y estratificacion, respectivamente.
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Figura 3. Perfiles verticales de temperatura y oxigeno disuelto para la fase de mezcla y estratificacion. Se han indicado las etapas de la estratificacion,
asi como el mes que lo representa; se indica en cada perfil la amplitud zona eufética, termoclina (linea solida) y termoclina planar (linea punteada).
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8.1.2 ZONA EUFOTICA
La profundidad eufoética fluctuo a través del tiempo, asi para el periodo de mezcla (febrero)
la zona eufoética llego hasta los 12 m de profundidad aproximadamente, en tanto que para la

estratificacion temprana (abril) aumenta en 1 m con respecto al mes anterior [Fig. 3].

Durante la estratificacion bien establecida (agosto) se registré una reduccion de la
zona eufotica, llegando a tener una amplitud de 8 m, observando en la figura [Fig. 3] que la

zona eufotica se encontrd marcadamente distante de la termoclina.

Finalmente, para la estratificacion tardia, se aprecia que la zona eufética gana
profundidad a diferencia de la fase de mezcla y a los periodos de estratificacion que

antecedieron a ella, alcanzando una profundidad méxima de 15 m de profundidad [Fig. 3].

8.1.3 OXIGENO DISUELTO
En la fase de mezcla para el lago La Preciosa, la concentracion del oxigeno disuelto oscild

entre 5.3 y 7.4 mg L' a lo largo de toda la columna de agua [Fig. 3].

Para la etapa temprana de la fase de estratificacion se observd una concentracion de
oxigeno disuelto de 7.2 mg L en el epilimnion, en tanto que el metalimnion mostré un
gradiente en la concentracion de oxigeno que oscil6 entre 5.3 y 7.24 mg L!, comparado con
el hipolimnion, quien registré un decremento en concentracion, disminuyendo de 2.8 a 0.5

mg L.

En la estratificacion bien establecida para el epilimnion se registré una concentracion
méxima de 6.9 mg L', mientras en el metalimnion alcanza una concentracién maxima de 3.9
mg L, registrando una oxiclina marcada que se ubicé entre los 13 y 18 m. Por otra parte,
para el hipolimnion se observé un decremento de oxigeno disuelto, hallando concentraciones

de cero mg L! hacia el fondo del sistema [Fig. 3].

Finalmente, para la tercera etapa de estratificacion, se registraron en la capa
superficial del epilimnion concentraciones 10.9 mg L' y en el resto del estrato de 7.1 mg L
! El metalimnion mostré una concentracion maxima de 6.2 mg L' [Fig. 3] con un claro
descenso de la oxiclina la cual se acopld con la termoclina. En el hipolimnion las

concentraciones de oxigeno disuelto fluctuaron alrededor de 1.5 mg L.
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8.1.4 SALINIDAD, CONDUCTIVIDAD, ALCALINIDAD Y PH
En el cuadro 4 se muestra la concentraciéon promedio de parametros quimicos, algunos de
ellos, a pesar de mostrar variaciones minimas a través del tiempo, representan un cambio
significativo para las condiciones prevalecientes en el sistema; un ejemplo es el potencial de
hidrégeno (pH), que de manera particular para la fase de mezcla registré un pH de 8.9 + 0.1,
mientras que para la estratificacion temprana se obtuvo un pH de 8.7 £ 0.2; pero cuando se
dio el establecimiento de la estratificacion se observé un incremento, registrando un pH de
9.2 £ 0.1, en tanto que, al final de la estratificacion se mantuvo éste pH en valores de 9.1 +

0.1.

Cuadro 4. Concentraciones promedio y desviacion estandar de parametros quimicos para
las fases hidrodinamicas del lago La Preciosa.

pH Alcalinidad Sélidos disueltos Conductividad eléctrica
totales
meq. L™ gL? mS cm™
Carbonato
93+1.5
9.0+0.3 Bicarbonato 1.1+0.2 22+0.1
53+1.2

La conductividad eléctrica esta relacionada con la presencia de sales en disolucion
cuya disociacion genera iones positivos y negativos capaces de transportar energia eléctrica,
como lo fue a la hora de evaluar la conductividad para muestras de agua que fueron tomadas
para el lago La Preciosa, la cual registr6 un valor promedio de 2.2 = 0.1 mS cm™ y donde los

solidos disueltos totales calculado fue de 1.1 +0.2 g L!

Durante las fases de mezcla y estratificacion del lago La Preciosa se registrdo una
dominancia de carbonato (9.3 + 1.5 meq. L) sobre bicarbonato (5.3 = 1.2 meq. L!). De
manera particular para la fase de mezcla se midio una alcalinidad de carbonato de 12.3 £ 1.5
meq. L, mientras que la alcalinidad de bicarbonato para esta fase hidrodindmica fue de 3.5
+ 1.2 meq. L. Al dar paso a la segunda fase; que correspondi6 con la estratificacion, ésta
registrd en su primera etapa una alcalinidad de carbonato de 8.7 + 1.5 meq. L!, en tanto que
su alcalinidad de bicarbonato fue de 6.4 = 1 meq. L', La estratificacion bien establecida
mostr6 un incremento en la alcalinidad de carbonato (11. 4 + 3.2 meq. L) a diferencia de la

etapa anterior, siendo que para la alcalinidad de bicarbonato se observd variacion en su
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concentracion al registrar 3.1 + 2.0 meq. L. Finalmente, para la tltima etapa de la
estratificacion la alcalinidad de carbonato (8.4 = 1.4 meq. L) y bicarbonato (4.9 + 1.0 meq.

L") vuelven a mostrar variacion [Cuadro 4].

8.1.5 NUTRIMENTOS
Durante la fase de mezcla la concentracion de nitrato registrado en la columna de agua fue
de 0.29 £ 0.16 umol L' NOs, este nutrimento aumenta significativamente durante el
comienzo de la primera etapa de estratificacion, registrando una concentracion promedio de
0.45+0.35 umol L' NOs™. En las siguientes etapas de estratificacion este maximo alcanzado
decrece consecutivamente, registrando una concentraciéon promedio en la estratificacion
tardia de 0.04 = 0.02 pmol L' NOs™ [Cuadro 5].

Cuadro 5. Concentracion promedio y desviacion estandar de nutrimentos y del ion sulfato para las
fases hidrodinamicas del lago La Preciosa.

MEZCLA ESTRATIFICACION
umol L* pmol L
Nutrimento Temprana Bien
establecida Tardia

Febrero Abril Agosto Noviembre
Nitrato (NO3") 0.29+0.16 0.45+0.35 0.05+0.01 0.04 £0.02
Nitrito (NO2) 0.012+0.01  0.002+0.001  0.02+0.01 0.014+0.01
Amonio (NH4") 3.37+4.00 428 +£1.00 4.59+1.00 3.81 £4.00
Fosforo soluble reactivo (FSR) | 0.03 £0.01 0.03£0.01 0.03+0.02 0.02£0.01
Fosforo total (FT) 0.57+0.24 0.08 £0.03 0.07 £0.03 0.09 £0.04
Sulfato (SO4%) 732+ 78 339+ 19 413 +22 472 £22

De manera particular, se pueden observar cambios en la concentracion de nitrato para
los diferentes estratos que componen las etapas de estratificacion. Notando, por ejemplo, que
existe una mayor concentracion de nitrato hacia la zona del hipolimnion de la columna de
agua, registrado una concentracion 0.78 = 0.23 pmol L' NOs™ para la etapa temprana de la
estratificacion, mientras que, el epilimnion fue el estrato con la minima concentracion de
nitratos registrado 0.06 + 0.06 umol L' NOj3, en tanto que el metalimnion mostré una
concentracion de 0.21 pmol L' NOs~.

La estratificacion bien establecida mostré una maxima concentracion en la zona del

epilimnion alcanzando 0.06 pmol L' NOs, tanto el metalimnion como los hipolimnion
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pertenecientes a esta etapa hidrodindmica registraron homogeneidad es sus concentraciones

las cuales fueron 0.05 pmol L NOs".

Destaca una mayor concentracion de este nutrimento en la zona del metalimnion,
correspondiente a la ltima etapa de estratificacion, donde registr6 una concentracion de 0.08
pumol L NOs". Es posible observa en la figura [Fig. 4], que el epilimnion es el siguiente
estrato con mayor concentracion 0.04 = 0.01 umol L™! NOs~, comparado con el hipolimnion

cuya concentracion fue de 0.020 £ 0.001 pmol L' NOs™.

Con respecto a los nitritos, la concentracion promedio para la fase de mezcla fue de
0.012 + 0.01 umol L' NOy", comparado con la fase de estratificacion; en la que destaca un
incremento durante la etapa bien establecida (0.02 £+ 0.01 umol L'! NOy") a diferencia de la
etapa que antecede, cuya concentracion (0.002 = 0.001 pmol L' NOy) fue la minima
registrada durante esta fase. Se registré una disminucion en la concentracion de los nitritos

durante la etapa tardia la cual fue de 0.014 £ 0.01 umol L' NO, [ Cuadro 4].

En la fase de estratificacion, destaca una variabilidad en la concentracion de este
nutrimento [Cuadro 6], notando en el caso de la etapa temprana maximos alcanzados en la
zona del epilimnion y metalimnion (0.003 = 0.001 pumol L' NOy’), comparado con el

metalimnion cuya concentracion fue de 0.002 = 0.001 pmol L' NO;".

Nitrato

Temprana-Abril

Bien establecida-Agosto -| & Epilimnion

1 Metalimnion

ESTRATIFICACION

B Hipolimnion
Tardia-Noviembre | . ..
]

00 0.1 02 03 04 05 06 0.7 08 09 1.0
umol L' NOy

Figura 4. Concentracion promedio de nitrato en la fase de estratificacion y en los estratos
de la columna de agua del lago La Preciosa.
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Durante la estratificacion se registro un incremento en la concentracion de nitrito; lo
anterior ocurrid en la sucesion de la etapa temprana a la bien establecida, en esta ultima etapa
se registré un maximo ubicado en la zona del metalimnion; hallando una concentracion de
0.033 £ 0.007 pmol L' NOz’, seguido de este maximo se registro la concentracion de 0.022
+0.012 pmol L' NO;, localizado en la capa profunda, finalmente en la zona del epilimnion
se registro una concentracion de 0.020 = 0.006 umol L' NO>".

Cuadro 6. Concentracion promedio de nitrito en la fase de estratificacion y en los estratos de la
columna de agua del lago La Preciosa.

Epilimnion Metalimnion Hipolimnion
Temprana-Abril | 0.003 +0.001 0.003 +0.001 0.002 +0.001
ESTRATIFICACION Bien establecida-

umol L NOy Agosto 0.020£0.006 0.033 +£0.007 0.022+0.013

Tardia-Noviembre | 0.017 +0.005 0.008 +0.007 0.008 + 0.007

En el ultimo periodo de estratificacion; se observd un descenso gradual de la
concentracion de este nutrimento para los distintos estratos, registrando una concentracion
de 0.017 + 0.005 pmol L' NO>, en tanto que el metalimnion e hipolimnion registraron una

concentracion de 0.008 = 0.007 pmol L' NO,".

En el cuadro 4 se observa que el amonio fue el nutrimento que registro una evidente
variacion entre la fase de mezcla y estratificacion, mostrando concentraciones maximas para
la mezcla de 3.37 = 4 umol L' NH4", seguido a su vez por la estratificacion temprana y bien
establecida, cuyas concentraciones oscilaron entre 4.28 a 4.59 umol L' NH4", mientras que,
para el resto de la estratificacion, se registré una disminucion (3.8 +4 pmol L' NH4") en las
concentraciones alcanzadas de este nutrimento; sin embargo, resulta interesante observar que
la distribucion de este nutrimento durante la fase de estratificacion, presenta diferencias en

los distintos estratos de la columna de agua [Fig. 5].

La distribucion de la concentracion del amonio en los estratos de la columna de agua
fue de manera creciente desde la capa superficial hacia el fondo, observando en la
estratificacion temprana maximos ubicados en la zona del metalimnion (4.32 umol L' NH4")
seguida del hipolimnion (4.58 = 1 pmol L' NH4"), en tanto que el epilimnion registré una

concentracion de 3.59 umol L' NH4".
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Figura 5. Concentracion promedio de amonio en la fase de estratificacion y en los estratos
de la columna de agua del lago La Preciosa.

La estratificacion bien establecida mostr6 una concentracion de 4.10 + 0.89 pmol L
'NH4" en la zona del epilimnion, situando en el hipolimnion una maxima concentracion del
amonio de 5.34 £ 0.21 pmol L'! NH4", en tanto que el metalimnion registré un valor de 4.80

+0.054 pmol L' NH4".

El periodo de estratificacion tardia mostrd una disminucion de la concentracion del
amonio registrado tanto para la zona del epilimnion (1.39 + 0.78 pmol L"! NH4") como del
metalimnion (2.99 + 0.012 pmol L' NH4"); comparado con los estratos de las etapas
hidrodinamicas anteriores. En esta Ultima etapa se observdo un maximo en la zona del

hipolimnion, cuya concentracion alcanz6 9.03 + 0.43 umol L™! NH4" [Fig. 5].

La concentracion de fosforo soluble reactivo (FSR) permanecio homogénea tanto
para la fase de mezcla como para la etapa de estratificacion temprana [ Cuadro 4]; obteniendo
concentraciones promedio para ambos de 0.03 = 0.01 pumol L' FSR, en tanto que las
siguientes fases de la estratificacion mostraron un aumento considerable, siendo la
concentracion maxima alcanzada para la estratificacion bien establecida 0.09 = 0.11 umol L~

'FSR.
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El epilimnion de la etapa temprana de estratificacion presentd baja concentracion de
fosforo soluble reactivo (0.027 pmol L' FSR), notando un incremento desde la zona del
metalimnion hacia el hipolimnion y cuyas concentraciones oscilaron entre 0.030 y 0.034 +
0.007 umol L' FSR. El fosforo soluble reactivo se incrementa considerablemente durante el
comienzo del periodo de estratificacion bien establecida, localizando esté maximo en el
epilimnion (0.166 + 0.11 pmol L' FSR), comparado con la zona del metalimnion donde se
registro una disminucion en su concentracién (0.006 + 0.003 umol L' FSR) y que aumenta
de manera significativa en el hipolimnion, obteniendo una concentraciéon de 0.033 £ 0.003

pumol L' FSR.

Fosforo soluble reactivo
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Bien establecida-Agosto # Epilimnion

“1Metalimnion

ESTRATIFICACION

® Hipolimnion

Tardia-Noviembre

0.00 0.03 0.05 0.08 0.10 0.13 0.15 0.18 0.20
umol L' FSR

Figura 6. Concentracion promedio del fosforo soluble reactivo (FSR) en la fase de
estratificacion y en los estratos de la columna de agua del lago La Preciosa.

Para el ultimo periodo de la fase de estratificacion, se observo un comportamiento
descendente de la concentracion de este nutrimento, observando que se llega a un minimo en

el hipolimnion (0.06 £ 0.001 pmol L' FSR) [Fig. 6].

Fueron registrados dos maximos de concentracion de fosforo total (FT), uno
correspondio a la fase de mezcla y otro al final de la fase de estratificacion. En el periodo de
estratificacion temprana y bien establecida, se observa un incremento en la concentracion del
fosforo total [Cuadro 4].

Durante la estratificacion temprana se observd en el epilimnion un incremento,

registrando la maxima concentracion de este nutrimento (0.15 pmol L! FT), mientras que el
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metalimnion se observd un descenso en su concentraciéon comparado a lo registrado en el

hipolimnion (0.05 £ 0.01 y 0.10 = 0.01 pmol L' FT).

La concentracion de fosforo total tanto para la estratificacion bien establecida y tardia
mostrd un incremento desde los estratos superficiales hasta el fondo de la columna de agua
[Fig. 7], donde el periodo de estratificacion bien establecida registré un maximo en la zona
del hipolimnion cuya concentracion fue de 0.14 + 0.007 umol L™! FT, mientras que la zona
del metalimnion fue de 0.07+ 0.02 pmol L' FT y el epilimnion registré una concentracion

minima de fosforo total 0.03 + 0.001 umol L' FT [Fig. 7].
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Figura 7. Concentracion promedio de fosforo total (FT) en la fase de estratificacion y en
los estratos de la columna de agua del lago La Preciosa.
En el Gltimo periodo de estratificacion se registrd en la zona del epilimnion una
concentracion de 0.06 £ 0.009 umol L' FT, a diferencia del metalimnion (0.08 umol L' FT)

cuya concentracion fue rebasada en el estrato del hipolimnion (0.14 + 0.007 umol L' FT).

Las concentraciones de sulfato durante las fases hidrodindmicas del lago La Preciosa
mostraron variabilidad; por ejemplo, las concentraciones promedio durante la fase de mezcla
fueron de 732 + 78 umol L' SO4* [Cuadro 7]. En la estratificacién se observd una
distribucion variable de las concentraciones del sulfato, por ejemplo, durante la primera etapa
de la estratificacion se hall6 una concentracion promedio de 339 + 19 pmol L' SO4*,

observando un patron creciente de su concentracion conforme se desarrollaron las siguientes
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etapas, alcanzando un maximo de 472 + 22 umol L' SO4* al término de la estratificacion

[Cuadro 7].

Los estratos de las diferentes etapas hidrodindmicas indican una variabilidad en su
concentracion de sulfato, apreciando para la primera etapa una maxima concentracion en el
metalimnion (337 = 21 umol L' SO4%*) seguido del hipolimnion, mismo que registré una
concentracion de 339 £ 16 umol L' SO4*. Finalmente, el epilimnion obtuvo una
concentracion de 341+ 36 umol L' SO4*. Para la segunda etapa de la estratificacion, se
registré una maxima concentracion de sulfatos en la zona del epilimnion (425 + 24 umol L™!
SO4*), comparado con una disminucion en el metalimnion (391 = 13 umol L' SO4*) y un
incremento registrado en el hipolimnion (413 + 11 umol L' SO4*) [Cuadro 7]. La tltima
etapa de estratificacion registré una concentracion decreciente entre sus estratos, mostrando
su maxima concentracion desde el epilimnion (485 pmol L' SO4%), seguida del metalimnion
(465 umol L' SO4*) e hipolimnion (447 pmol L' SO4%).

Cuadro 7. Concentracion promedio del ion sulfato en la fase de estratificacion y en los estratos de
la columna de agua del lago La Preciosa.

Epilimnion Metalimnion Hipolimnion
) Temprana-Abril 341 +36 337+21 339+ 16
ESTRATIFICACION  Bien establecida-
umol L SO4* Agosto 425 +24 391+ 13 413 +£11
Tardia-Noviembre 485+ 17 465 £ -- 447 + 11

8.2 PARAMETROS BIOLOGICOS

8.2.1 ABUNDANCIA DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE TOTAL
La abundancia promedio del picoplancton procarionte total; registrado para la fase de mezcla
mostrd una abundancia correspondiente a 1.58x10° cél. mL™!, comparado con el comienzo de
la siguiente fase hidrodinamica ya que se observa de manera general un incremento entre las
etapas de la estratificacion, registrando para la estratificacion temprana una abundancia
celular promedio de 1.81x10° cél. mL!, mientras que en la estratificacion bien establecida y

tardia mostré una abundancia de 2.00x10° cél. mL™.

En la fase de estratificacion se nota de manera particular que en las masas de agua por estratos
mostraron un comportamiento decreciente de abundancia. Durante la estratificacion se
registro para la zona del epilimnion una abundancia promedio entre 2.21 y 2.30 x10° cél. mL-

! [Fig. 8B].
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En el metalimnion la abundancia del picoplancton procarionte total fluctué en un
intervalo entre 2.13x10° y 2.19x10° cél. mL"!; mientras que en el hipolimnion oscilaron entre

1.30x10% y 1.58x10° cél. mL"! [Fig. 8B].

cél. mL! B)
3.0E+06

2.5E+06 '|'

2.0E+06

1.5E+06

1.0E+06

5.0E+05

0.0E+00

Temprana-Abril Bien establecida-Agosto Tardia-Noviembre

MEZCLA-Febrero ESTRATIFICACION

H Epilimnion 4 Metalimnion B Hipolimnion

Figura 8. A) Imagen del picoplancton procarionte total al ser observado en el microscopio de
epifluorescencia bajo excitacion de luz ultravioleta. B) Valor medio y desviacion estandar de la
abundancia del picoplancton procarionte total durante las fases hidrodinamicas y en los estratos de la
columna de agua.

8.2.2 BIOMASA DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE TOTAL
La variacién temporal de la biomasa del picoplancton procarionte total durante la fase de
estratificacion, mostré6 un comportamiento variable; registrando para el comienzo de la

estratificacién un maximo de biomasa de 37.51 pg L! Cor,, mientras que la biomasa promedio

31



tanto para la mezcla, asi como para el resto de las estratificaciones vario de 31.48 a 36.94 ug
L' Corg. Para el periodo de estratificaciéon temprana se observa un maximo localizado en la
zona del metalimnion (45.25 ug L™ Core) seguido de una disminucién en biomasa para la
zona del hipolimnion la cual fue de 33.61 pug L' Cor, en tanto que el epilimnion mostrd una
biomasa (41.58 pug L' Corg) cercanamente parecida a la del metalimnion [Fig. 9]. Contrario
a este periodo de estratificacion, la bien establecida registré una biomasa maxima en el
epilimnion (47.18 pg L' Cor) y donde se observd poca variabilidad para los estratos del

metalimnion e hipolimnion cuya biomasa fluctué entre 27.17 y 26.22 pug L™ Cor.

En la estratificacion tardia se registraron dos méaximos de biomasa, uno localizado en
la zona del hipolimnion (33.94 pg L' Cor) y €l segundo en epilimnion (32.16 pg L Cor);

mientras que para el metalimnion se registré una biomasa de 23.87 pg L' Corg.
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Figura 9. Valor medio y desviacion estandar de la biomasa del picoplancton procarionte total durante
las fases hidrodindmicas y en los estratos de la columna de agua del lago La Preciosa.

8.2.3 ABUNDANCIA DE PICOCIANOBACTERIAS
La abundancia de las Picocianobacterias individuales [Fig. 10A] en el lago La Preciosa fue
de 7.55x10* cél. mL! durante la mezcla, mientras que en la fase de estratificacion se registrd
un incremento al mostrar una abundancia de 1.54x10° cél. mL' durante la etapa de
estratificaciéon temprana, éste incremento no es observado cuando se presenta la bien

establecida (9.51x10* cél. mL™!) ya que en ella se presenta un descenso en la abundancia de
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las Picocianobacterias. Durante el Gltimo periodo de estratificacion se obtuvo un maximo de

abundancia con un valor de 2.22x10° cél. mL™.

En la estratificacion temprana se registro un maximo de abundancia que correspondio
al epilimnion; cuyo maximo fue de 1.86x10° cél. mL™!, mientras que para la etapa de
estratificacion bien establecida se registrd su maximo en la zona del metalimnion con valor
de 1.43x10° cél. mL"!, finalmente para la estratificacion tardia, se cuantifico el maximo de

abundancia hacia la zona del epilimnion (3.07x10° cél. mL!) [Fig. 10B].

A)

cél. mL!
6.0E+05 B)

5.0E+05
4.0E+05
3.0E+05

2.0E+05

1.0E+05 T RS T
0.0E+00 |—I -—i n AL
Temprana-Abril Bien establecida-Agosto Tardia-Noviembre
MEZCLA-Febrero ESTRATIFICACION

EEpilimnion  @Metalimnion M Hipolimnion

Figura 10. A) Imagen de Picocianobacterias individuales y coloniales al ser observadas en el
microscopio de epifluorescencia. B) Valor medio y desviacion estandar de la abundancia de
Picocianobacterias registradas durante las fases hidrodindmicas y en los estratos de la columna de

agua.
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Se contabiliz6 el nimero de células que contenian las colonias [Fig. 10A], hallando que en
promedio para la fase de mezcla se presentaron 16 £14 células por colonia [Fig. 11A],
registrando asi para la misma fase alrededor de 189 £ 13 colonias [Fig. 11B], y que en

promedio presentd una abundancia de células coloniales de 1.01x10* cél. mL"! [Fig. 11C].

En la estratificacion temprana se registré en promedio que una colonia contenia de 13
a 15 células; donde el ultimo valor fue registrado para el epilimnion [Fig. 11A]; sin embargo,
en este estrato se registraron pocas colonias siendo el metalimnion e hipolimnion los estratos
que indicaron mayor presencia de colonias (40 y 165) [Fig. 11B] pero con bajo contenido de
células (13 £ 6), mientras que la abundancia de las células colonias para estos estratos fue de

8.54x10% y 1.90x10* cél. mL™! [Fig. 11C].

En la estratificacion bien establecida se registré de 17 a 21 células en promedio por
colonia [Fig. 11A], observando que en esta etapa de la estratificacion fueron abundantes las
colonias para los diferentes estratos; dominando mayoritariamente en el metalimnion y
epilimnion (111 £9 y 83 + 19 colonias) [Fig. 11B] y cuya abundancia promedio de células
coloniales fue de 9.12x10% y 1.25x10* cél. mL! [Fig. 11C].

El nimero de células en cada colonia para la estratificacion tardia fue en promedio de
15 a 44 células, registrando poca presencia de colonias para los estratos de la columna de
agua [Fig.11B] y en promedio la abundancia de las cé¢lulas coloniales registradas fue de 7.59x
10° cél. mL! para el hipolimnion, mientras que en el metalimnion fue de 2.77x10* cél. mL!

y finalmente para el epilimnion de 4.93x10*cél. mL"! [Fig. 11C].
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estandar de la abundancia de células coloniales.
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8.2.4 BIOMASA DE PICOCIANOBACTERIAS
La fase de mezcla registr6 una biomasa de 21.89 pg L' Cor, mientras que la fase de
estratificacion registré una biomasa de 12.30 ug L™! Core que correspondio a la estratificacion
temprana, en tanto que para la segunda etapa de estratificacion se registrdé una biomasa de
3.94 g L' Corg, y en la tiltima etapa se observo una mayor contribucion de biomasa para las

Picocianobacterias individuales al registrar un incremento considerable de 39.97 pug L Core.

La variacion espacial de la biomasa de las Picocianobacterias en el primer momento
de la estratificacién muestra un incremento localizado hacia el hipolimnion (13.79 pg L
Corg), comparado con la estratificacion bien establecida y tardia cuyos mdaximos se
localizaron en la region del metalimnion (5.69 pg L' Core) y el epilimnion (57.03 pug L™ Corg)
[Fig. 12].
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Figura 12. Valor medio y desviacion estandar de la biomasa de las Picocianobacterias durante las
fases hidrodinamicas y en los estratos de la columna de agua del lago La Preciosa.

8.3 COMPOSICION Y DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS PROCARIONTES DETERMINADOS POR
CARD-FISH

El dominio Bacteria registré para la fase de mezcla (58%) y al final de la fase de
estratificacion (63%) los mayores porcentajes de hibridacion promedio; mientras que en la

estratificacion temprana se registraron valores porcentuales del 57%, en tanto que en la bien

establecida fue del 47% [Fig. 14].
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El dominio Archaea fue detectado unicamente en la fase de estratificacion; especificamente
en la temprana y bien establecida; donde sus porcentajes promedio de hibridacion fueron del
7y 9%. La sonda de oligonucleétido CREN 537, cuyo objetivo era detectar al filo

Thaumarchaeota, no revel6 hibridacion de este taxon para ninguna de las fases

hidrodinamicas [Fig. 14].

Figura 13. Las imagenes muestran la deteccion de células del picoplancton procarionte a través del
empleo de la técnica de hibridacion in situ fluorescente mediante la deposicion del receptor catalizado
(CARD-FISH). A) Observacion de una muestra de agua del lago La Preciosa al ser excitado el
fluorocromo Alexa 488 con luz azul, al estar asociado a la sonda de oligonucleotido. B) Observacion de
la misma muestra del lago La Preciosa tefiidas con DAPI las cuales fueron excitadas con luz UV.

En la fase de mezcla y en las diferentes etapas de estratificacion el dominio Bacteria
registr6 abundancias relativas que mostraron variabilidad; donde algunos estratos coinciden
con respecto a la distribucidbn que mantiene la abundancia absoluta del picoplancton

procarionte total [Fig. 14].

Se registrd una abundancia relativa del 58% para el dominio Bacteria en la mezcla,
en tanto que la abundancia absoluta para este filo fue de 9.15x10° £ 3.62x10* cél. mL"! a
diferencia del reportado para el picoplancton procarionte total cuya abundancia absoluta
superd en una orden de magnitud (1.58x10° + 1.88x10° cél. mL'). En la fase de
estratificacion temprana se registraron abundancias relativas para Bacteria que fueron del 56
al 58%; éste tltimo registrado en el epilimnion mismo que registré una abundancia absoluta
de 1.26x10% £ 4.33x10* cél. mL™!, mientras que el picoplancton procarionte total para este

estrato registrd una abundancia absoluta de 2.16x10° £ 3.16x10° cél. mL™! [Fig. 14].




En la estratificacion bien establecida se registraron para el epilimnion y metalimnion
valores porcentuales de 48 y 52%, mientras que su abundancia absoluta se encontrdé en
1.09x10° £ 3.63x10* cél. mL"! para el epilimnion, en tanto que el metalimnion registrd
1.13x10%+ 4.00x10* cél. mL!. La abundancia del picoplancton procarionte total para estos
estratos correspondid a 2.30x10° = 3.68x10°y 2.19x10° + 2.81x10° cél. mL!; el hipolimnion
para esta etapa registrd una abundancia relativa de 43% y una abundancia absoluta de
5.62x10°+ 1.68x10* cél. mL™!' comparado con la abundancia hallada para el picoplancton
procarionte total la cual fue de 1.30x10° + 1.67x10° cél. mL™' [Fig.14]. Al final de la
estratificacion se observo que en el epilimnion mostré una abundancia porcentual para
Bacteria del 64%, mientras que la abundancia registrada para picoplancton procarionte total
fue de 2.28%x10° £ 4.61x10° cél. mL™!, en cambio en la zona del metalimnion se registré 67%
de la abundancia relativa para Bacteria, y el picoplancton procarionte total registr6 una
abundancia de 2.13x10% + 3.14x10° cél. mL"!, finalmente para la zona del hipolimnion se
hall6 una abundancia relativa del 58% para Bacteria, en tanto que el picoplancton procarionte

total reportd una abundancia de 1.42x10°% +2.21x10° cél. mL™! [Fig.14].
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Figura 14. Distribucion temporal de la abundancia absoluta del picoplancton procarionte total (PPT)
y la abundancia relativa (expresados en cél. mL! y porcentaje de hibridacion) del dominio Bacteria
y Archaea.
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El dominio Archaea solo fue registrado en la fase de estratificacion temprana y bien
establecida, donde sus abundancias relativas para los diferentes estratos de la columna de
agua no superan el 10% y donde se puede notar una distribucion variable para los distintos
estratos que conforma [Fig. 14], registrando abundancias absolutas de 1.09%x10°+ 4.36x10% a
1.57x10°+ 5.89x10° cél. mL! para la primera etapa de la estratificacion, en tanto que la
segunda etapa registré abundancias absolutas de 1.31x10%+ 8.06x10% a 2.14x10°+ 2.28x10*

cél. mL .

Tanto para la mezcla como para la estratificacion, se consider¢ el filo Proteobacteria
a partir de sumar la abundancia relativa de las clases Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria (Bacterias sulfato reductoras) y

Gammaproteobacteria.

Se observo que, durante la fase de mezcla y la primera etapa de estratificacion, el
porcentaje acumulado de los fila bacterianos coincide con el registrado para Bacteria,
mientras que en la fase de estratificacion bien establecida y tardia se observa variabilidad en
cuanto al porcentaje acumulado de los fila dominantes [Fig. 15]. En el periodo de mezcla
predominaron por su abundancia el filo Proteobacteria al registrar una abundancia relativa
del 33%, seguido de manera consecutiva por Planctomycetes con el 15% y Bacteroidetes al
registrar una abundancia porcentual del 9%, mientras que el filo Actinobacteria no fue

registrado durante esta fase [Fig. 15].

Para la estratificacion temprana la suma porcentual de los fila no superd al de
Bacteria, registrando como filo dominante a Proteobacteria (36%), conformado por las clases
Alpha, Beta y Gammaproteobacteria, asi como Bacterias sulfato reductoras, como lo muestra
la figura 15. Los fila que precedieron a Proteobacteria en esta etapa de estratificacion fueron
Planctomycetes (8%) seguido de Bacteroidetes y Actinobacteria al presentar ambos una
abundancia relativa del 6%, sefialando la presencia por primera vez de Actinobacteria durante

esta fase [Fig. 15].

La estratificacion bien establecida nuevamente registré como grupo dominante al filo
Proteobacteria al registrar el 34% de abundancia relativa. Los fila que dominaron durante
esta etapa hidrodindmica fueron Planctomycetes (9%), Actinobacteria (7%) y Bacteroidetes

al registrar una abundancia relativa del 6% [Fig. 15].
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Finalmente, para la Gltima etapa de estratificacion, se registro el 37% de la abundancia
relativa del filo Proteobacteria, al ser constituido principalmente por la clase Beta, Alpha y
Gammaproteobacteria, identificando que las Bacterias sulfato reductoras no registraron
presencia durante esta ultima etapa de estratificacion (Fig. 16). El filo Planctomycetes
precedié a Proteobacteria al registrar una abundancia relativa del (15%), mientras que

Bacteroidetes fue del 13% y Actinobacteria el 10% [Fig. 15].
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Figura 15. Porcentaje de hibridacion de los fila del dominio Bacteria durante las fases
hidrodinamicas del lago La Preciosa. Se indica con abreviaturas los filo: Proteobacteria (PRO),
Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA), Bacteroidetes (BAC).

Durante la fase de mezcla el filo Proteobacteria se encontré conformado de las clases:
Alphaproteobacteria quien registr6 una abundancia del 13%, mientras que
Gammaproteobacteria registro un valor porcentual del 12% y Betaproteobacteria fue la clase

que mostr6 una baja abundancia relativa al ser del 8% [Fig. 16].

Para las tres etapas de estratificacion, no se registrd hibridacion de la clase
Alphaproteobacteria. Sin embargo, se encontrd hibridacion del género Paracoccus y el
subclado SAR 11-IIIb pertenecientes a esta clase, por lo que se estimd su abundancia relativa

con la suma de estos dos grupos.
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Para la primera etapa de estratificacion el filo Proteobacteria se encontré conformado
por las clases Betaproteobacteria (19%) como clase dominante, seguida de
Alphaproteobacteria quien registrd una abundancia del 8%, mientras que las Bacterias sulfato
reductoras, comparada con la mezcla, si se presentan al registrar una abundancia del 7%, en
tanto que Gammaproteobacteria solo mostrd el 2% de abundancia relativa. Tanto la
estratificacion temprana como la bien establecida revelaron una variabilidad de las clases que
forman parte del filo Proteobacteria [Fig. 16] hallando asi para el periodo de estratificacion
bien establecida que el filo Proteobacteria se encontré6 conformado por las clases
Gammaproteobacteria (13%) como grupo dominante, seguida de la presencia de
Alphaproteobacteria (9%), Betaproteobacteria (8%) y Deltaproteobacteria, esta ultima en
menor proporcion (4%) [Fig. 16].
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Figura 16. Composicion del filo Proteobacteria. Se han sefialado con abreviaturas los nombres de
las clases: Alphaproteobacteria (ALF), Betaproteobacteria (BET), Deltaproteobacteria (DEL) y
Gammaproteobacteria (GAM) para las fases hidrodinamicas del lago La Preciosa a través de sondas
de oligonucledtidos de CARD-FISH.

La estratificacion tardia, mostréo un aumento en abundancia relativa de las clases, lo
que corrobora la presencia de grupos bacterianos que han sido dominantes desde el comienzo
de la mezcla como Alphaproteobacteria (13%), Betaproteobacteria (15%) 'y

Gammaproteobacteria. Este ultimo grupo disminuyd en abundancia comparado con el
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periodo anterior al registrar un porcentaje de hibridacion del 9%. Durante esta fase no se

registré hibridacion de Deltaproteobacteria [Fig. 16].

Los grupos especificos que forman parte del dominio Bacteria, mostraron variabilidad
en su distribucion dentro de la columna de agua, por ejemplo, para el género Paracoccus fue
ubicado en toda la columna de agua observando un maximo en el epilimnion del 9%, mientras
que hacia los siguientes estratos decrecié hasta un 7%. El subclado SAR 11-IIIb se ubico
preferentemente en el epilimnion y metalimnion al registrar 10% de abundancia relativa, en
tanto que en el hipolimnion no sobrepasé el 7%. Por otra parte, la clase Betaproteobacteria
fue quien domind para esta etapa hidrodindmica, mostrando de manera homogénea en los
distintos estratos, una abundancia relativa del 19 al 20 %, mientras que Gammaproteobacteria
solo fue identificado en el epilimnion (6%) y metalimnion, con una disminucion hacia este
ultimo estrato (3%). Deltaproteobacteria fueron halladas de manera homogénea en los
diferentes estratos de la columna de agua, registrando una abundancia del 7%. Finalmente,
para la siguiente categoria taxonomica se registrd que el filo Gram-positivo (Actinobacteria)
se presentd de manera homogénea en cada estrato al registrar una abundancia del 6%. El filo
Planctomycetes mostr6 dos maximos ubicados en el epilimnion y metalimnion los cuales
varian entre 9 y 10%. El filo Bacteroidetes de igual forma mantuvo poca variabilidad en las
diferentes capas de la columna de agua al mostrar una abundancia relativa que oscilo del 5 al

6% [Fig. 17A].

En la figura [Fig.17B] se muestra para la estratificacion bien establecida la
distribucion de las diferentes categorias taxondmicas que conforman al dominio Bacteria,
registrando asi para el género Paracoccus un incremento en su abundancia al obtener su
maximo hacia la zona del epilimnion (12%), en tanto que en el meta e hipolimnion oscilaron
entre 8 y 9% de hibridacion. El subclado SAR 11-IIIb se distribuye de manera homogénea
en la columna de agua alcanzando un 8% de abundancia. Durante esta etapa de la
estratificacion la clase Betaproteobacteria destacd en la zona del meta e hipolimnion
obteniendo un 11 y 10% de hibridaciéon, mientras que, en el epilimnion solo registré un 7%.
La clase Gammaproteobacteria fue el grupo dominante para este periodo, alcanzando su
maximo en la zona del metalimnion (17%), tanto el epilimnion como el hipolimnion no

sobrepasan 14% de valor porcentual. Deltaproteobacteria inicamente registro hibridacion en
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las zonas del metalimnion e hipolimnion; donde este ultimo presentd su maximo al alcanzar
el 8% de abundancia relativa. Los taxa como Actinobacteria (8%), Planctomycetes (10%) y
Bacteroidetes (6%) se hallaron de manera homogénea en los diferentes estratos del lago La
Preciosa, identificando que Bacteroidetes fue el filo que registré una menor proporcion de su

abundancia.
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Figura 17. Composicion y distribucion de los taxa de procariontes en los estratos de la columna de agua del lago La Preciosa durante los periodos
de A) Estratificacion temprana y B) Estratificacion bien establecida. Los nombres de los taxa han sido abreviados, como es el caso del género
Paracoccus (PAR) y el subclado SAR 11-1lIb (LD12); las clases Betaproteobacteria (BET), Gammaproteobacteria (GAM), Deltaproteobacteria
(DEL) y de los fila Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA) y Bacteroidetes (BAC).
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% de hibridacion

Los grupos mayormente distribuidos para la ultima etapa de estratificaciéon fueron
Betaproteobacteria como clase dominante, que ademés mostr6 una distribuciéon homogénea
en las diferentes capas de la columna de agua; durante esta etapa no se registra la presencia
de Bacteria sulfato reductoras. En cuanto a los fila, el taxén dominante fue Planctomycetes
quien siguid una distribucion continda al indicar una abundancia del 16%, mientras que
Bacteroidetes mostr6 una distribucion decreciente hacia las capas profundas, registrando su
mayor abundancia relativa hacia el epilimnion al registrar 15%; por otro lado, Actinobacteria
mantuvo una distribucidén ascendente con respecto a las masas de agua de la columna al
mostrar que el hipolimnion fue el estrato con mayor abundancia relativa la cual fue del 12%.
El género Paracoccus 'y el subclado registraron comportamientos inversos en su distribucion
al encontrar que Paracoccus se registra predominantemente en las primeras capas, en tanto

que, el subclado SAR 11-IIIb en las capas profundas del lago La Preciosa [Fig. 18].
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Estratificacion tardia-Noviembre

Figura 18. Composicion de los taxa y su distribucion en los estratos de la columna de agua durante
el periodo de estratificacion tardia del lago La Preciosa. Los nombres de los taxa se han abreviado,
por ejemplo, el género Paracoccus (PAR) y el subclado SAR 11-IIlb (LD12); las clases
Betaproteobacteria (BET), Gammaproteobacteria (GAM) y los fila Actinobacteria (ACT),
Planctomycetes (PLA) y Bacteroidetes (BAC).
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8.4 RELACION DE LOS GRUPOS BACTERIANOS CON LOS PARAMETROS LIMNOLOGICOS DEL LAGO
LA PRECIOSA

Se llevaron a cabo las correlaciones producto-momento de Pearson para el periodo de mezcla
entre las variables limnologicas y los parametros biologicos (ambos fueron normalizados
mediante su transformacion, aplicando para las variables fisicoquimicas -excepto el pH- el
Log (b+1), en tanto que las variables biologicas se transformaron al aplicar la raiz cuadrada
de 2m). Se obtuvo una correlacion positiva entre el oxigeno disuelto y las Picocianobacterias
(1?=0.89, p<0.05) a su vez las Picocianobacterias tuvieron correlacion negativa con el fosforo
total (r*=0.90, p<0.05). El oxigeno disuelto se correlaciond positivamente con el subclado
SAR 11-1IIb (r*=0.83, p<0.05) durante esta fase hidrodindmica, en tanto que el dominio
Bacteria se relacioné de manera positiva con la conductividad (r>=0.82, p<0.05), mientras

que los demas parametros limnologicos y bioldgicos no presentaron relacion significativa.

Para la fase de estratificacion se encontraron correlaciones positivas y negativas para

diferentes parametros limnolégicos y biologicos [Cuadro §].

En el caso particular de la temperatura, solo uno de los grupos, el correspondiente a
Deltaproteobacteria mostré una asociaciéon negativa, destacando la no significancia con
Archaea, Picocianobacterias y Betaproteobacteria. Por otro lado, el oxigeno disuelto tuvo
una relacion positiva con el dominio Bacteria y con Picocianobacterias asi también con los
taxa especificos como Paracoccus, el subclado SAR 11-IIIb, la clase Betaproteobacteria y el

filo Actinobacteria.

No se hall6 relacion entre la conductividad y algin grupo procarionte. De manera
general, los nutrimentos presentaron una variacion en su grado de relacion con los pardmetros
bioldgicos, identificando nutrimentos que se relacionan de manera directa con los taxa. La
alcalinidad a carbonato solo mostro relacion directa y significativa con la clase
Gammaproteobacteria; por su lado, la alcalinidad de bicarbonato indicé una mayor relacion

de tipo inverso con grupos bacterianos [Cuadro §].
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Cuadro 8. Correlacion producto-momento de Pearson para la fase de estratificacion entre el
picoplancton procarionte y los parametros limnologicos del lago La Preciosa.

Se han sefialado en abreviaturas los dominios y taxa del picoplancton procarionte, asi como las
variables limnoloégicas. Dominios: Archaea (ARCH) y Bacteria (EUB). Taxa que comprenden al
dominio Bacteria: Picocianobacterias (Pcy), grupos pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria
como el género Paracoccus (PAR) y el linaje SAR III-b (LD12). Las clases Betaproteobacteria
(BET), Gammaproteobacteria (GAM) y Deltaproteobacteria (la mayoria de las Bacterias sulfato
reductoras (BSR)) y los fila Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA), Bacteroidetes (BAC)
Parametros limnologicos como: temperatura (T), oxigeno disuelto (OD), conductividad (Cond.),
potencial de hidrégeno (pH), nitrato (NOs"), nitrito (NO>"), amonio (NH4"), fosforo soluble reactivo
(FSR), fosforo total (PT), sulfato (SO4*), alcalinidad de carbonato (COs*) y alcalinidad de
bicarbonato (HCOs").

Con un tamano de muestra de 23, correlaciones estimadas (nivel de significancia p<0.05) con un nivel
de confianza al 95%; Ns= no significancia (p>0.05).

Grupos T oD Cond. ] pH NO ;5 NO, | NH," FSR FT SO, | CO,* i HCO3

ARCH Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns -0.46 -0.57 Ns Ns
EUB 0.61 0.65 Ns Ns Ns Ns -0.59 Ns -0.44 Ns Ns -0.40
Pcy Ns 0.47 Ns Ns Ns Ns -0.75 Ns Ns Ns Ns Ns
PAR 0.74 0.58 Ns 0.55 -0.43 0.47 -0.60 0.45 Ns 0.62 NS -0.50
LD12 0.58 0.48 NS 0.41 -0.46 Ns -0.44 Ns Ns 0.59 Ns Ns
BET Ns 0.41 Ns -0.45 Ns -0.42 -0.42 Ns Ns Ns Ns Ns
GAM 0.74 Ns Ns 0.70 -0.84 0.67 Ns 0.41 Ns 0.64 0.47 -0.75
BSR -0.52 Ns Ns -0.67 0.41 Ns Ns -0.63 Ns -0.78 Ns Ns
ACT 0.66 0.42 Ns 0.54 -0.52 Ns Ns Ns Ns 0.66 Ns -0.58
PLA 0.57 NS NS 0.56 Ns Ns -0.54 Ns Ns 0.65 Ns Ns
BAC 0.46 NS NS 0.43 NS Ns -0.60 Ns Ns 0.69 Ns Ns

A través del empleo del analisis de correspondencia canodnica sin tendencia (ACCST
se hallaron relaciones multivariadas entre las variables limnologicas y los grupos
taxonomicos procariontes [Fig. 19]. E1 ACCST llevado acabo para la fase de estratificacion
del lago La Preciosa, registré que de las 12 variables limnologicas analizadas, solo 7 fueron
seleccionadas, ya que definieron las abundancias de los grupos bacterianos [Cuadro 10]. Se
hall6 una correlacion de las variables limnolédgicas de 0.97 y 0.91 para los ejes candnicos 1
y 2, por lo que la varianza acumulada tanto del primer y segundo eje explican el 72.3% de la
relacién que existe entre los grupos bacterianos y los parametros limnoldgicos reportados

para el lago La Preciosa [Cuadro 9].
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Cuadro 9. Eigenvalor, coeficiente de correlacion y varianza acumulada de los ejes canonicos 1-4 que

corresponden a la figura 18.

Ejes Inercia total
1 2 3 4
0.107
Eigenvalor 0.059  0.010 0.004 0.001
Correlacion entre variables

limnoldgicas y taxa 0971 0913 0.769 0.823
Porcentaje de la varianza

acumulada para los taxa 55.6 64.7 68.8 69.7
Porcentaje de la varianza

acumulada para las variables 62.1 72.3 76.9 77.9

limnoldgicas con los taxa

Cuadro 10. Coeficientes de correlaciones multiples del ACCST de la figura 19. Las variables
limnolégicas con el mayor coeficiente de correlacion se encuentran indicadas en negritas.

Correlaciones multiples

Eje canonico 1

Eje canonico 2

Temperatura
Oxigeno disuelto
Amonio
Nitrito
Nitrato
Fosforo soluble reactivo
Fosforo total
Sulfato
pH
Conductividad
Alcalinidad de carbonato

Alcalinidad de bicarbonato

-0.5570
-0.2002
0.4025
-0.2954
0.5918
0.2905
0.1052
-0.8845
-0.6761
0.2491
-0.1658
0.4060

0.3030
0.2410
-0.0455
0.0690
0.1485
0.3576
-0.4548
0.0053
0.3135
0.2540
0.0499
-0.1425
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A continuacioén, se describen las variables limnoldgicas que mostraron altas
correlaciones ponderadas dentro de la matriz multivariada. En los ejes candnicos los vectores
representan las variables limnoldgicas, asi en el eje 1 destaca los sulfatos (-0.88), pH (-0.67),
nitrato (0.59), temperatura (-0.55), amonio y bicarbonato (0.40) siendo estos dos ultimos los
que presentan una menor magnitud en su vector; por otro lado, el segundo eje candnico solo

mostrd una mayor correlacion ponderada con el fosforo total (-0.45) [Fig. 19].

Dentro del mismo anélisis los taxa son sefialados por una cruz [Fig. 19]. En el caso
del dominio Bacteria se presenta una interaccion general con todas las variables, pues se
encuentran bastante cercana al punto donde convergen todos los vectores, ademas de ser un
taxon que mantiene relacion con otros taxa especificos, como el género Paracoccus, el linaje
SAR III-b, las clases Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Picocianobacterias,
Actinobacteria, Planctomycetes y Bacteroidetes. El taxon Deltaproteobacteria se encuentra
distante del conjunto de los taxa, quienes mantienen una semejanza en su abundancia para
las diferentes fases hidrodinamicas, por lo que el taxén de Deltaproteobacteria solo se

present6 durante la estratificacion bien establecida y tardia [Fig. 19].

En comparacion con el dominio Bacteria, Archaea fue el taxon que se encuentra
excluido del conjunto de los taxa que se sitlan cercanamente del centro de la convergencia
de los vectores, ya que la abundancia que representa éste dominio difirid notablemente por

presentarse Unicamente durante la estratificacion temprana y bien establecida.

El género Paracoccus, asi como el linaje SAR III-b, la clase Gammaproteobacteria y
los fila Actinobacteria, Planctomycetes y Bacteroidetes se encuentran correlacionados
negativamente con la temperatura, pH y sulfato, indicando el ACCST que su abundancia en
la fase de estratificacion pueda estar influenciada por ciertas variables ambientales. La clase
Betaproteobacteria se correlaciona de manera positiva con los bicarbonatos y amonio,

mientras que las Picocianobacterias registraron una correlacion negativa con el fosforo total.
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Figura 19. Analisis de correspondencia candnica sin tendencia (ACCST). Ejes canonicos 1 y 2
explican el 72.3% de la varianza acumulada de la relacion de los grupos bacterianos y parametros
limnologicos. Se han abreviado tanto los dominios y taxa del picoplancton procarionte, asi como
algunas de las variables limnologicas. Dominios: Archaca (ARCH) y Bacteria (EUB). Grupos
especificos, por ejemplo: Paracoccus (PAR) y subclado SAR 11-IlIb (LD12). Las clases:
Betaproteobacteria (BET), Gammaproteobacteria (GAM) y Deltaproteobacteria (la mayoria de las
Bacteria sulfato reductoras (BSR)) y los fila: Actinobacteria (ACT), Planctomycetes (PLA),
Bacteroidetes (BAC) y Picocianobacterias (Pcy). Variables limnoldgicas: temperatura (T), potencial
de hidrogeno (pH), fosforo soluble reactivo (FSR), oxigeno disuelto (OD) y fosforo total (FT).
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9. DISCUSION

De acuerdo con la variacion anual de la temperatura en el lago La Preciosa durante el afio
2014 representada en el diagrama de espacio -tiempo [Fig. 2]; este sistema acuatico, mostro
una dinamica térmica que segun la clasificacion propuesta por Lewis (1983) para lagos
profundos tropicales corresponde a un ambiente monomictico calido, que de acuerdo con el
invierno boreal, cuando el clima es frio y seco, pudo observarse en un perfil vertical que la
temperatura fue homogénea a lo largo de la columna de agua, lo que facilité la mezcla,
identificando ésta como la primera fase hidrodinamica [Fig. 3]. Mientras que cuando se da
un descenso en la accion de los vientos y se incrementa la intensidad y exposicion a la
radiacion solar se comienza a presentar una diferenciacion en las masas de agua, lo que hace
que el lago se comience a estratificar reconociéndola como la segunda fase hidrodindmica,
misma que puede identificarse por etapas, regidas principalmente por la maxima variacion
de temperatura lo que delimita la amplitud, intensidad y la ubicacion tanto de la termoclina

como oxiclina [Fig. 3].

Se observo una relacion estrecha entre la termoclina y la oxiclina de las diferentes
etapas de estratificacion, registrando que en la estratificacion bien establecida y tardia, éstas
se mantuvieron por debajo del limite eufético [Fig. 3]; el limite eufotico registrd6 una
reduccion durante la estratificacion bien establecida, se considera que existid en el momento
del muestreo una turbidez debida probablemente a particulas carbonatadas , ya que se ha
registrado para este y otros lagos de caracteristicas similares ubicados en la misma regién un
“evento de emblanquecimiento” (Arellano-Posadas y Gonzalez-Flores, 2011; Marcos y
Reyes, 2012; Lagunas y Martinez, 2015) el cual se caracteriza por un cambio en la coloracion
del agua y a su vez en la precipitacion de particulas finas de carbonato de calcio (Thompson

etal., 1997; Hodell et al., 1998).

Durante la fase de estratificacion existieron variaciones en la concentracion de
oxigeno de las diferentes masas de agua, lo que influye en la abundancia y diversidad de los
organismos planctonicos, particularmente del picoplancton procarionte, y que a su vez
determina las formas quimicas regidas por los procesos de oxidacion-reduccion (Niirnberg,
1995). En el lago La Preciosa durante la fase de mezcla, se registrdé una concentracion de

oxigeno disuelto mas homogénea, a diferencia de la estratificacion bien establecida donde se
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present6 una marcada hipoxia desde la base de la termoclina al hipolimnion [Fig. 3] debido
hundimiento de organismos muertos de las capas superficiales y a la oxidacion bacteriana de

la materia organica (Ducklow, 2000).

El potencial de hidrogeno (pH) registrd variaciones en las diferentes fases
hidrodindmicas, definiendo al lago La Preciosa como un sistema alcalino ya que durante el
tiempo de estudio mantuvo una dominancia de carbonatos sobre bicarbonatos comparado con
lo que ha sido registrado regularmente para este mismo lago, donde suele presentarse una
dominancia debida a bicarbonatos (Vilaclara et al, 1993, 2002; Armienta et al., 2008;
Marcos y Reyes, 2012) pero que sin duda puede llevarse a cabo debido a su alta reserva
alcalina, lo que puede producir una sucesion de las formas anidnicas de acuerdo al sistema
amortiguador carbonico-carbonatos, como ha sido reportado recientemente para el lago
vecino Atexcac, donde Escobar y Torres (2016) asumen que dependiendo de las condiciones
especificas en el momento del muestreo existe una variacion temporal y espacial en la

concentracion de carbonatos y bicarbonatos, asociado con las variaciones en el pH.

El picoplancton procarionte total del lago La Preciosa, se caracterizd por células
individuales simples, identificando una variada morfologia a través de la observacion en el
microscopio de epifluorescencia [Fig. 8]. Se observé que la abundancia celular promedio del
picoplancton procarionte total tuvo un incremento de la mezcla a la estratificacion con
respecto al epilimnion y metalimnion, mientras en el hipolimnion se encontr6 una densidad
menor. El incremento de la abundancia del picoplancton procarionte total en estas zonas,
pudo estar en respuesta a la disponibilidad de nutrimentos y a la distribucion de los mismos
entre la columna de agua y los estratos como producto de la variacion estacional que sufre la

temperatura del agua (Hibbing ef al., 2010).

Durante las diferentes etapas de la estratificacion, los taxa que forman parte del
picoplancton procarionte total no mostraron un patrén general de variacion con respecto a la
profundidad, de tal forma que en la estratificacion temprana y tardia la abundancia de la
mayoria de los taxa disminuy¢ hacia el hipolimnion; por otro lado en la estratificacion bien
establecida la abundancia de algunos taxa fue equivalente entre los estratos, mientras que
otros grupos solo registraron su maximo en el metalimnion y otros tantos sélo tuvieron

maximos en el epilimnion e hipolimnion. La variabilidad registrada en la abundancia y
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distribucion de los taxa a través de la columna de agua y en el tiempo es debido a que la
mayoria de los taxa no solo se ven afectados por la concentracién de nutrientes sino también
a causa de parametros como luz ultravioleta, depredacion, profundidad del sistema, estado

trofico y fase hidrodindmica prevaleciente (Wetzel, 2001; Gasol ef al., 2002).

La biomasa promedio del picoplancton procarionte total en las fases hidrodindmicas
mostro un comportamiento inverso a la registrada para su abundancia celular ya que la etapa
de estratificacion temprana es quien registra la méaxima biomasa comparada con las
siguientes etapas de la estratificacion, éste comportamiento puede ser producto de las
condiciones hidrodindmicas prevalecientes asi también de las condiciones oligotroficas del
sistema pues se conoce que estas generan adaptaciones bacterianas que afectan al volumen
celular y a su vez el contenido de carbono (Schut ef al., 1997).

9.1 VARIABILIDAD EN LA COMPOSICION Y DISTRIBUCION DE LOS TAXA EN LAS FASES
HIDRODINAMICAS DEL LAGO LA PRECIOSA.
9.1.1 DOMINIO ARCHAEA

Archaea juegan un papel importante en la oxidacion del amonio en los ambientes
acuaticos (Auguet et al., 2012; Auguet y Casamayor, 2013); aunque su distribucion espacio-
temporal en los ambientes de agua dulce ha sido pobremente estudiado (Casamayor et al.,

2001; Lliros et al., 2008, 2010; Auguet et al., 2011).

Las investigaciones llevadas a cabo mediante la secuenciacion gendémica han
permitido conocer que este dominio tiene una extensa presencia en ambientes de agua dulce;
los cuales también han sido considerados como uno de los reservorios mas grandes de
diversidad genética (Lliros et al., 2008; Auguet et al., 2010). De manera particular se ha
observado que este dominio no es abundante en los lagos, ya que no constituyen un alto
porcentaje del total de las células presentes (Abe ef al., 2003) lo que corrobora que se haya
encontrado en el lago La Preciosa una baja abundancia relativa, ya que este dominio no

supero el 10% de las células totales [Fig. 14].

La deteccion del dominio Archaea en el lago La Preciosa, se hizo a través de la sonda

ARCH 915 la cual cubre un 90% de los taxa (Greuter et al., 2016; Quast et al., 2013).

Las méximas abundancias relativas fueron registradas durante la fase de

estratificacion temprana (epilimnion y metalimnion) y bien establecida (epilimnion e
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hipolimnion) con abundancias relativas no mayores al 10%, estas abundancias relativas
difieren con lo reportado por Coci et al. (2015) para el lago Maggiore, al indicar abundancias
promedio de 14.7-31.3 %, aunque este ultimo ambiente es muy profundo (380 m) y se
encuentra en latitudes templadas. Las bajas abundancias relativas de las Archaea y su
ausencia durante la fase de mezcla y en la etapa de estratificacion tardia del lago La Preciosa
pueden deberse a que en lagos de agua dulce exista algin tipo de Archaea que no esta
adaptada a las condiciones prevalecientes en ese momento (Lliros et al., 2008); también se
puede considerar que su tasa de crecimiento es baja o su actividad metabdlica es reducida
por lo que estan a la espera de los cambios ambientales provenientes de la dindamica del lago

(Lliros et al., 2008; Lennon y Jones, 2011).

Por otro lado, durante la estratificacion bien establecida del lago La Preciosa fueron
registradas abundancias méaximas; las cuales se ubicaron hacia el epilimnion e hipolimnion
y cuyo comportamiento ha sido reportado por Callieri ef al. (2009) en lago Maggiore. Callieri
et al. (2009) proponen que los estratos del epilimnion e hipolimnion van a contener las
mayores abundancias relativas contribuyendo a la actividad bacteriana de manera diferente

para ambas zonas, lo que coincide con un comportamiento tipico asociado a los océanos.

Cabe mencionar que existe un precedente con FISH y CARD-FISH para la sonda
ARCH 915 llevado a cabo en el Lago Vilar por Lliros et al. (2008); el objetivo fue determinar
la composicion de las Archaea, pero tras varios intentos y modificaciones al protocolo no se
registraron conteos por medio de microscopia de epifluorescencia, donde la causa es algo
incierta para los ambientes no extremos; sin embargo, cuando si se registra la presencia de
este grupo; es en bajas abundancias, similar a lo encontrado para La Preciosa durante la
estratificacion temprana y bien establecida; mientras que la ausencia de estas en la mezcla 'y

estratificacion tardia puede ser un problema similar a lo encontrado por Lliros ef al. (2008).

9.1.1.1 FILO THAUMARCHAEOTA
El filo Thaumarchaeota en el lago La Preciosa no fue detectado; se sabe que la sonda CREN
537, la cual cubre un 49% de los taxa (Greuter et al., 2016; Quast et al., 2013) tiene como
objetivo detectar al grupo MGl.1a (Callieri et al, 2014; Coci et al., 2015) que tiene

preferencia por ambientes salinos (La Cono ef al., 2013).
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La preferencia de esta sonda hacia ambientes salinos no es una restriccion, pues este
taxon ha sido hallado en ambientes de agua dulce al emplear la sonda de oligonucle6tido
CREN 537 (Callieri et al., 2014), esto es debido a que el grupo MGl.la que detecta esta
sonda tiene una alta similitud genética (89%) con el grupo SAGMCG-1 de ambientes de agua

dulce (Auguet y Casamayor, 2013; Coci et al., 2015).

La deteccion de Thaumarchaeota a través del empleo de la sonda CREN 537 en
ambientes salinos y su posible ausencia en ambientes de agua dulce, puede ser corroborado
a través del estudio realizado para el lago Atexcac en el 2014 cuyo origen de formacién es
similar para el lago La Preciosa; pero difieren notablemente en términos de salinidad, ya que
el lago de Atexcac presenta una salinidad +6.0 g L™, mientras que a través de la medida
indirecta de los solidos disueltos totales del lago La Preciosa registrd para este estudio una
salinidad de 1.1 g L', considerando a este tltimo como un ambiente subsalino. Sin embargo,
el filo Thaumarchaeota si fue detectado en el lago Atexcac unicamente durante la etapa de
estratificacion bien establecida, atribuyendo su presencia a determinadas variables
limnolégicas dentro de las que se incluye el amonio, mismo que mantuvo una correlacion
negativa con el filo Thaumarchaeota (Arellano-Posadas, com. pers.). Este taxon tiene
preferencia a bajas concentraciones de amonio, siendo este tltimo pardmetro determinante
para la presencia o ausencia de este filo, puesto que su rango 6ptimo de crecimiento es por
debajo de 1 umol L' (Pester et al., 2011; Hollibaugh et al., 2014). En el lago La Preciosa las
concentraciones de amonio durante el periodo de estudio superan esta concentracion [Cuadro

4y Fig.5].

Cabe decir que para evitar la no deteccion de este taxon en ambientes de agua dulce
Coci et al. (2015) recomiendan el uso de la sonda de oligonucledtido MG1-535 de reciente
creacion, la cual tiene como objetivo la deteccion de microorganismos de ambientes marinos

(MG1.1a) y de agua dulce (SAGMCG-1).

9.1.2 DOMINIO BACTERIA
Las Bacterias son los mediadores de los ciclos biogeoquimicos, su distribucion y abundancia
dentro de los sistemas acuaticos esta determinada por la heterogeneidad del ambiente ya que
se ha demostrado que la disponibilidad de nutrientes y los cambios consecutivos en el sistema

pueden afectar la composicion de la comunidad bacteriana (Yannarell et al., 2003), por lo
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que muchas de estas comunidades frecuentemente difieren entre los distintos sistemas de

lagos (Newton et al., 2011).

En el lago La Preciosa el dominio Bacteria registr6 una variabilidad en las
abundancias relativas durante la fase de mezcla y la estratificacion, teniendo en la mezcla
una maxima abundancia de 58%, mientras que en la estratificacion este maximo fue
detectado al final de la misma (63%). Las abundancias relativas anteriormente mencionadas
son superiores a las registradas en los estudios llevados a cabo por Hernandez-Avilés et al.
(2010) empleando FISH y Bautista-Reyes y Macek (2012) a través de CARD-FISH para el
lago Alchichica.

La fase de estratificacion registro variabilidad en los taxa que constituyen al dominio
Bacteria [Fig. 14 y 15], debido a que estos cambios verticales en la composicion del
picoplancton procarionte en los lagos tropicales estd aparentemente relacionado con cambios

térmicos, de oxigeno y con la estratificacion de los nutrientes (De Wever ef al., 2005).

La etapa de estratificacion bien establecida registr6é la minima abundancia relativa y
una alta variabilidad de temperatura, oxigeno y nutrimentos [Figs. 2 y 4]; donde la
temperatura actia en varios aspectos del dominio Bacteria incluida la reproduccion, tasa de
crecimiento y requerimientos nutricionales (McArthur, 2006); mientras que el oxigeno
gobierna la composicion quimica del agua por procesos de 6xido-reduccion y puede influir
también en la composicion bioldgica y abundancia de los organismos dentro de un sistema
acuatico (Nirnberg, 1995). Las abundancias relativas también varian en funcién del
agotamiento o incremento de nutrientes, donde las Bacterias han desarrollado diferentes
estrategias que tienen como resultado cambios significativos en la composicion taxondmica
(Boucher et al., 2006; Bertoni ef al., 2008; Hibbing et al., 2010). Esto puede explicar lo que
ocurre en La Preciosa durante la fase de estratificacion [Fig. 14], donde por medio del analisis
canodnico no se encuentran interacciones muy claras; dado que este dominio se encuentra
ubicado en el punto de convergencia de las variables limnologicas [Fig. 19], lo que indica
que mantiene una interaccidon con bajo peso compartido con todas las variables; sin embargo,
esto no sucede con las correlaciones de Pearson pues es aqui donde se registra una alta
correlacion positiva con la temperatura y el oxigeno [Cuadro 8] lo que podria explicar la

variabilidad de este dominio durante la estatificacion bien establecida; mientras que con los
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nutrientes, esta relacion no se encuentra reflejada en las correlaciones de Pearson para la fase
de estratificacion, pero esto no significa que no tengan una interaccion especifica con algin

taxon perteneciente al dominio Bacteria.

9.1.2.1 FILO CYANOBACTERIA: PICOCIANOBACTERIAS
En el lago La Preciosa se observo la presencia de Picocianobacterias, cuya morfologia fue
redonda u oval, y donde sus morfotipos generalmente estuvieron constituidos tanto por
células individuales como por micro y macrocolonias de diferente tamafio, las cuales se
observo se encontraban contenidas en un mucilago; lo anterior ha sido mencionado por
Callieri et al. (2012) al indicar que en condiciones favorables algunas Picocianobacterias
desarrollan un mucilago o vaina, y estas permanecen cerca de la célula madre formadora de
un grupo, aunque también se sugiere que posiblemente las microcolonias pueden ser
consideradas como formas de transicion a partir de células individuales de acuerdo con

trabajos llevados a cabo por Crosbie et al. (2003).

Las colonias de Picocianobacterias en la fase de estratificacion registraron una
distribucion variable, indicando un maximo para el epilimnion Unicamente durante la
estratificacion bien establecida [Fig. 11B], se ha reportado que generalmente las colonias se
encuentran presentes en toda la zona eufética, aunque en baja abundancia en los lagos

oligotroficos (Callieri et al., 2012).

Con un metalimnion bien establecido y profundo como el que se registré en la
estratificacion bien establecida del lago La Preciosa se favorece a la formacion de colonias
de Picocianobacterias, ya que en esta zona las condiciones de nutrimentos y de baja
intensidad de luz son favorables para el desarrollo de las mismas (Camacho et al., 2003;

Callieri et al., 2007).

En la mezcla, en la estratificacion temprana y bien establecida se registraron
abundantes colonias, pero con bajo contenido de células; sin embargo, en la estratificacion
tardia se presentd un comportamiento inverso al disminuir las colonias y registrar mayor
cantidad de células [Fig. 11]. Pernthaler ef al. (1996) y Miihling et al. (2005) indican que la
presencia o ausencia, asi como la abundancia y distribucion de las colonias dentro de la
columna de agua puede cambiar rapidamente en funcion a los cambios térmicos y de luz y

dependen también de la presencia de depredadores
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Las Picocianobacterias individuales (0.2 a 2 um) son sefialadas como el componente
principal de la comunidad del picofitoplancton (Callieri et al., 2012), donde recientemente el
género Synechococcus fue estudiado por Callieri ef al. (2013) para un estudio filogenético de
ambientes epicontinentales, en el cual fue incluido el lago La Preciosa y en el que se concluye

la presencia de este género con la cepa 8C7.

La abundancia de las Picocianobacterias individuales en los lagos tropicales muestra
un maximo de abundancia celular que oscila en dos 6rdenes de magnitud (10> a 10° cél. mL-
1) y que preferentemente llegan a un maximo cercanamente a la primavera o verano de la
region tropical (Malinsky-Rushansky et al., 1997; Pestova et al., 2008) lo que coincide con
lo registrado para La Preciosa al presentar sus maximos a inicios y finales de la estratificacion
con abundancias de 1.54x10° y 2.22x10° cél. mL™!, donde éste tltimo fue favorecido por la

proximidad de la circulacion [Fig.10].

Weisse (1993) sugiere que la temperatura puede ser el causante del inicio del
crecimiento de las Picocianobacterias en aguas marinas y dulces, pero no para la regulacion
de su dinamica poblacional. Lo anterior puede ser confirmado, ya que no se hall6 alguna
relacién entre la abundancia de este taxon con la temperatura para el lago La Preciosa
[Cuadro 8]; aunque las células de las Picocianobacterias son pequefias, su abundancia y
distribucion dentro de la columna de agua pueden cambiar rapidamente con diferentes
factores bidticos y abioticos (Callieri et al., 2012). Asi existen estudios para lagos que
demuestran maximos de abundancia de Picocianobacterias en diferentes estratos de la
columna de agua, con condiciones limnoldgicas variables, aunque con patrones similares.
Asi el méaximo del epilimnion del lago la Preciosa en la estratificacién temprana coincide con
lo registrado para el epilimnion del lago Alchichica, México (PeStova et al., 2008); mientras
el maximo en el metalimnion de la estratificacion bien establecida en La Preciosa concuerda
con lo reportado para los Lago Constanza y el Lago Maggiore (Weisse y Schweizer, 1991;
Callieri y Pinolim, 1995), y por ultimo en el hipolimnion en la estratificacion tardia del lago
La Preciosa [Fig.10] como también fue registrado para el lago Michigan (Fahnenstiel y

Carrick, 1992).

Camacho et al. (2003) reportan que las Picocianobacterias muestran maximos de

biomasa durante la estratificacion bien establecida y tardia, especificamente en el
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metalimnion, lo que coindice con lo encontrado para la biomasa de las Picocianobacterias en
la estratificacion bien establecida para el lago La Preciosa [Fig. 12], ya que se ha sugerido
que estas poseen una alta eficiencia fotosintética a bajas condiciones de radiacion luminica y
se sabe que en donde se ubica el metalimnion predomina un espectro de luz verde, mismo
que puede ser aprovechado por este taxén (Camacho y Vicente, 1998); ademas de que la
estructura celular procariota de las Picocianobacterias hace que estas mantengan un bajo
costo metabolico de mantenimiento, considerando lo anterior como una razoén importante de

su éxito (Weisse, 1993).

9.1.2.2 FILO PROTEOBACTERIA
Este filo es uno de los principales y méas numerosos dentro del dominio Bacteria, en
este filo se incluye la mayoria de las bacterias quimioheterétrofas Gram-negativas (Gupta,

2000) que generalmente son anaerobias facultativas.

En el presente trabajo el filo Proteobacteria se estimo6 a partir de las abundancias relativas de
las clases Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria (que incluye a la

mayoria de las Bacterias sulfato reductoras) y Gammaproteobacteria [Fig.16].
9.1.2.2.1 Clase Alphaproteobacteria

En ambientes de agua dulce, la clase Alphaproteobacteria es poco estudiada, y se sabe que
su abundancia en estos es menos numerosa ya que se ha reportado una correlacion positiva
entre la abundancia relativa de organismos de esta clase con el incremento de la salinidad
(Wu et al., 2006). En ambientes de agua dulce oligotroficos la abundancia de esta clase se ve
favorecida (Eiler et al., 2003), ya que este filo se caracteriza por tener una alto metabolismo

y diversidad genética (Hagstrom et al., 2002).

Alphaproteobacteria s6lo registrd hibridacion para la fase de mezcla, mientras que
para la fase de estratificacion no se registro presencia de esta clase, contrariamente el género
Paracoccus y el subclado SAR 11-I1Ib, los cuales forman parte de esta clase y cuya sonda de
oligonucledtido ALF968 también debiera considerarlas al quedar incluidas dentro de los
ordenes Rhodobacterales y Pelagibacteriales; donde estos grupos especificos antes

mencionados si registraron deteccion durante las diferentes etapas de la estratificacion.
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La sonda de oligonucleotido ALF968 se empled para detectar la clase
Alphaproteobacteria; a pesar de que ésta sonda presenta una elevada sensibilidad (76.6%)
(Greuter et al., 2016; Quast et al., 2013), registré una abundancia relativa muy baja o nula a
lo largo del periodo de estudio, de donde se puede inferir que una de las causas de su bajo
éxito de hibridacion tiene que ver con el tamafio tan pequefio de las células y su bajo
contenido de RNA ribosomal, que preferentemente puede ser detectado con sondas muy
especificas como seria el caso del subclado SAR 11-IIIb las cuales son considerada por su
tamafio como ultramicroplancton (Heinrich ez al., 2013). O bien como consecuencia de que
ALF968 detecta todos los filamentos conocidos pertenecientes a (Kragelund et al., 2009),

que fueron poco abundantes en el lago.
9.1.2.2.1.1 Género Paracoccus

El género Paracoccus, mantuvo una contribucion importante y variable en las diferentes
fases hidrodinamicas, registrando asi su maxima abundancia relativa durante la fase de
mezcla (14%) y al final de la estratificacion (13%), que de manera particular para la primera
etapa de estratificacion este género registr6 homogeneidad en sus abundancias porcentuales,
mientras que en la segunda etapa este taxon mostrdé un ligero aumento en su abundancia
relativa, la cual se distribuyd preferentemente hacia la zona del epilimnion (12%) e
hipolimnion (9%) en tanto que en la Gltima etapa de estratificacién se observo un patron
decreciente registrando su maximo de abundancia relativa en la zona del epilimnion (14%).
La posibilidad de encontrar este género en condiciones aerobias o anaerobias puede
responder a su versatilidad metabdlica al poder participar en procesos de respiracion
oxigénica o de desnitrificacion (Baker et al., 1998). Este mismo patrén de abundancia del
género en el estrato superficial y profundo del sistema fue registrado para el lago Alchichica
de acuerdo con Hernandez-Avilés ef al. (2010), aunque para este sistema hubo una mayor
abundancia en el hipolimnion durante la estratificacion bien establecida, diferencia atribuida
al presentar una mayor profundidad con un fondo anéxico desarrollado donde predominan la

desnitrificacion.
9.1.2.2.1.2 Subclado SAR 11-IIIb (LD12)

Dentro de la clase Alphaproteobacteria se ubica el orden Pelagibacterales, es en éste donde

se incluye el subclado SAR 11-I1lb, que a través de la sonda de oligonucledtido AIF968 es
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posible detectar en una baja proporcion (1.2%) (Greuter et al., 2016; Quast et al., 2013), por
lo que se emple6 una sonda mas especifica conocida como LD12-121 la cual registra una

mejor cobertura (84%) de este grupo (Greuter et al., 2016).

La distribucion del grupo LD12 se encuentra controlado por el pH (Stepanauskas et
al., 2003) coincidiendo con Newton ef al. (2011) al indicar que LD12 es mas comln y
abundante en lagos con pH alto y decrementos en el contenido de amonio, lo anterior resulta
coincidente y puede ser corroborado ya que este taxon registrd correlacion positiva con el
pH, mientras que para el amonio este mantuvo una relacion negativa, esto de acuerdo con las

correlaciones de Pearson.

Las abundancias relativas de LD12 registradas durante la estratificacion, indicaron
una alta variabilidad a nivel espacial y temporal [Figs. 17 y 18] lo que se contrapone a lo
reportado por Heinrich (2015) quien menciona que este taxon va a mantener una distribucion
estable a nivel espacial y temporal aun con variaciones ambientales con preferencia
particulares a las concentraciones de oxigeno, esto Ultimo corresponde a lo hallado para la
distribucion de LD12 en el lago La Preciosa ya que su distribucion espacial puede estar sujeta

tanto a la distribucion del oxigeno disuelto como a la de la temperatura.

El grupo LDI2 en lagos prealpinos exhibe patrones de distribucion espacio-
temporal, registrando maximos en la capa superficial durante los meses de verano cuando las
temperaturas exceden 15.0 °C (Salcher et al., 2011b), este mismo comportamiento siguid el
grupo LD12 en el lago La Preciosa; ademas de ser poco abundante durante la estratificacion
temprana se le sita a este grupo como el menos dominante de los grupos que conforman la
clase Alphaproteobacteria durante esta etapa, lo que coincide con las abundancias observadas
de SAR11 para ambientes marinos (Heinrich, 2015). Esto se debe a que durante esta etapa el
grupo LD12 es menos competitivo bajo condiciones de alta productividad como lo que se
presenta regularmente al inicio de la estratificacion, que regularmente estan acompafiados de
florecimientos de fitoplancton (Alonso y Pernthaler, 2006; Heinrich et al., 2013), donde los
estudios apuntan a que sus abundancias relativas tiene una relacion positiva con bajas
productividades pues este taxon tienen la habilidad de competir exitosamente bajo estas

condiciones.
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9.1.2.2.2 Clase Betaproteobacteria

Una de las clases del filo Proteobacteria que es mas abundante y predominante en los
ambientes de agua dulce son las Betaproteobacteria (Glockner et al., 2000; Zwart et al., 2002;
Wu et al., 2006). Esta clase registrd hibridacion para ambas fases hidrodinamicas del lago
La Preciosa, que de manera particular para la estratificacion registré variabilidad en el

promedio de sus abundancias relativas [Figs. 17A y B].

Se ha reportado para los lagos hiposalinos (1.9 a 3.6 g L) localizados en la region del
Altiplano del Tibet, China la abundancia relativa de Betaproteobacteria se encuentran en un
intervalo de 2.2 a 6.8% (Wu ef al., 2006) que en comparacion con el lago La Preciosa son
inferiores dado que para Betaproteobacteria se registré una abundancia minima de 8% y una

abundancia maxima del 19%.

Se sabe que Betaproteobacteria tiene rapidos crecimientos como respuesta a los
aumentos de nutrientes organicos e inorganicos, por lo que se le suele considerar como
organismos oportunistas, confiriéndole a esta fraccion del picoplancton procarionte ser la
mas activa y versatil (Pérez y Sommaruga, 2006; Simek et al., 2006; Newton y McMahon,
2011; Salcher et al., 2011a), lo que hace suponer que la distribucidon de este grupo en la
columna de agua para La Preciosa, al comienzo y al final de la estratificacion, se encuentra
ligada a la disponibilidad de los recursos; de acuerdo con la estacionalidad y la pérdida de
estabilidad dentro de la columna de agua, lo que favorece la homogenizacion de los

nutrientes, confiriéndole a este grupo su permanencia y dominancia.

Durante la estratificacion bien establecida, Betaproteobacteria registré su maximo de
abundancia relativa hacia la zona del hipolimnion [Fig. 17B], entendiendo que, durante esta
etapa, este grupo participe en el proceso de nitrificacion (Callieri ef al., 2015; Fig. 5) que de
acuerdo al ACCST confirma su relaciéon no solo con el amonio sino también con los

bicarbonatos.
9.1.2.2.3 Clase Deltaproteobacteria

La clase Deltaproteobacteria alberga a la mayoria de las bacterias capaces de reducir los

sulfatos (Baumgartner et al., 2006). Deltaproteobacteria fueron detectadas con la sonda de
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oligonucle6tido SRB385 la cual se encarga de detectar especificamente a las Bacterias sulfato

reductoras, y cuya cobertura de la sonda es del 20% de acuerdo con Quast ef al. (2013).

En el lago La Preciosa ésta clase se localizd hacia el metalimnion e hipolimnion de la
estratificacion temprana, mismo comportamiento fue registrado durante la estratificacion
bien establecida; sin embargo, en la zona del epilimnion no se registrd presencia de este
taxon, coincidiendo con la idea de que las bacterias sulfato reductora o sulfurdgenas (Atlas y
Bartha, 2002) no solo se encuentran restringidas a las zonas carentes de oxigeno al
considerarlas como heterdtrofos anaerobios estrictos, sino que también se les puede atribuir
su presencia en la zona aerdbica llevando a cabo la oxidacion de varios substratos organicos
con oxigeno como aceptor de electrones (Baumgartner et al., 2006; Karnachuk et al., 2006;

Braissant et al., 2007).

La dinamica en su distribucion estacional corresponde con lo reportado para el lago
Alchichica al hallar las Bacterias sulfato reductoras también con SRB385 como un grupo que
contribuye porcentualmente en estas zonas especificas (Hernandez-Avilés et al., 2010) y que
este grupo de bacterias junto con las desnitrificantes favorecen en la diferenciacion quimica
de la columna de agua durante la estratificacion térmica de los lagos monomicticos céalidos

(Eckert et al., 2002).

La reduccion de sulfato se puede dar en un amplio margen de pH, temperatura y
salinidad (Atlas y Bartha, 2002), el ACCST aplicado para la fase de estratificacion (temprana
y bien establecida), por ser la Gnica etapa en la que se report6 la presencia de este grupo, no
mostré6 una relacion con alguna variable limnoldgica, debido a que es incipiente la
informacion aportada por este grupo; hallando de manera particular por las correlaciones de

Pearson, que este taxon mantiene una correlacion negativa con la temperatura, pH y sulfatos.

Recientemente se ha informado que las Bacterias sulfato reductoras se encuentran
involucradas en la precipitacion de carbonato de calcio, por ejemplo, en el estudio realizado
por Escobar y Torres (2016) para confirmar la presencia de las Bacterias sulfato reductoras
durante el “evento de emblanquecimiento” (whiting event) del lago Atexcac, se empled un
equipo de deteccion por inmunoensayo enzimatico (QuickChek™ | MODERNWATER),
cuya funcionalidad de esta prueba es emplear anticuerpos purificados para detectar la enzima

adenosina-5’-fosfosulfonato (APS) reductasa, la cual se encuentra presente en la membrana
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de las Bacterias sulfato reductoras y asi mismo permanece activa en el proceso de formacion
del trifosfato de adenosina (del inglés adenosine triphosphate o ATP). Los resultados
obtenidos mediante esta prueba indicaron que las Bacterias sulfato reductoras mostraron un
patron de variacion de su abundancia antes y durante el evento, registrando para el “evento
de emblanquecimiento” un aumento hacia la zona del metalimnion e hipolimnion (10* cél.

mL1).

Por otro lado, el empleo de este equipo de deteccion (QuickChek™,
MODERNWATER) en el lago La Preciosa durante el “evento de emblanquecimiento” en el
mes de agosto del 2014, se encontré que tanto en el epilimnion como en el hipolimnion la
abundancia de las Bacterias sulfato reductoras fue de 10° cél. mL! (Hernandez-Avilés et al.,
datos no publicados). La actividad registrada durante este evento también puede ser resultado
de otro grupo de bacterias, como el picoplancton autotrofico particularmente
Picocianobacterias, Cyanobacteria o incluso otras bacterias heterdtrofas aerobias
(Baumgartner et al., 2006); donde la disponibilidad de iones de carbonato en solucion, es
promovida por las Bacterias sulfato reductoras, al consumir sulfato y producir sulfuro,
propiciando un aumento del pH y por lo tanto de alcalinidad (Braissant et al., 2007), lo que

hace pensar que su presencia esta ligada a la estacionalidad.
9.1.2.2.4 Clase Gammaproteobacteria

El porcentaje de abundancia registrado para Gammaproteobacteria generalmente es
menor al registrado para Betaproteobacteria (Wu et al., 2006). En el lago La Preciosa,
Gammaproteobacteria mantuvo un intervalo de abundancia relativa del 2 al 13%,
encontrando este maximo durante la estratificacion bien establecida, indicando a este taxon
como grupo dominante y no a Betaproteobacteria, al registrar una abundancia de 8%, asi
mismo durante la fase de mezcla Betaproteobacteria queda nuevamente superada por
Gammaproteobacteria al registrar una abundancia superior (12%), lo anterior puede ser
explicado, debido a que Gammaproteobacteria presenta estilos de vida competitivos y de
rapido crecimiento lo que les permite dominar el ensamblaje microbiano después de un
enriquecimiento de nutrientes ademas de tener preferencia por temperaturas calidas (Newton

y McMahon, 2011; Lefort y Gasol, 2013).
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En las zonas oxigenadas de la columna de agua, Gammaproteobacteria utiliza el
tiosulfato por ser estable en la presencia de oxigeno (Glaubitz et al., 2013; Marshall y Morris
2013), este puede ser usado probablemente durante la estratificacion temprana para La
Preciosa, al ubicarse este grupo en la region del epilimnion y metalimnion, mientras que en
la zona del hipolimnion no se registro su presencia, es por ello que en los sistemas acuaticos
se presume que el papel de estos sea el de un organismo turista. Newton et al. (2011) sugieren
que las Gammaproteobacteria son organismos copidtrofos, lo que podria relacionarse al

comportamiento y adaptabilidad que mantiene ésta clase.

9.1.2.3 FILO ACTINOBACTERIA
Actinobacteria es un filo que mantiene una distribucion cosmopolita en los diferentes
ambientes acuaticos, tendiente a dominar frecuentemente en los ambientes de agua dulce
(Newton ef al., 2007; Heinrich et al., 2013; Salcher et al., 2011a). Sin embargo, durante la
fase de mezcla, no fue registrada la presencia de este filo, asumiendo probablemente que este
taxon se encuentra condicionando tanto a caracteristicas nutricionales estacionales, como a
las propiedades fisicas y quimicas de los lagos de agua dulce, o0 muy probablemente por su
pequeiio tamano no fue posible su observacion en este periodo, se conoce que Actinobacteria
presentan pequefios tamafios de acuerdo a los primeros aislamientos procedentes de lagos
con diferente estado tréfico Hahn et al. (2003), este hallazgo fue confirmado posteriormente

al emplear la técnica FISH (Warnecke et al., 2005).

Actinobacteria puede convertirse en uno de los grupos mayoritarios del picoplancton
procarionte durante los florecimientos de fitoplancton (Newton et al., 2011); por ejemplo en
el estudio que evalua la estructura de la comunidad fitoplanctonica llevado a cabo por Moran
(2016) para el lago La Preciosa en el 2014, registra que la fase de mezcla se encontro
dominada por Bacillariophyta, mientras que para este estudio se denota la ausencia del filo
Actinobacteria, por otro lado en la fase de estratificacion domindé mayoritariamente
Chlorophyta, siendo durante esta fase hidrodindmica cuando se registra la presencia del filo

Actinobacteria.

De acuerdo con la correlacion de Pearson aplicado para la fase de estratificacion, el
filo Actinobacteria mantuvo una correlacion positiva con la temperatura, oxigeno, pH y

sulfatos [Cuadro 7]. El pH a menudo controla la presencia y permanencia de los componentes
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biologicos (Fierer y Jackson 2006) y para éste filo puede ser el caso ya que se registrd
variabilidad del pH a través del tiempo, identificando un incremento mientras transcurrian
las etapas de estratificacion, lo que hace suponer que estos organismos se ven favorecidos al

presentar maximas abundancias durante y al final de la estratificacion [Figs. 17B y 18].

9.1.2.4 FILO BACTEROIDETES
CFE319a fue la sonda de oligonucledtido empleada para detectar a Flavobacteriia,

Sphingobacterias y Bacteroidetes, cubriendo el 43% del total de los grupos (Greuter ef al.,

2016; Quast et al., 2013).

Bacteroidetes ha sido reconocido como otro de los fila que domina mayoritariamente
en los ambientes de agua dulce. Este filo presenta una variada diversidad fenotipica y
metabolica al ser capaces de degradar aerdbicamente un amplio espectro de substratos
(Bernardet et al., 1996) unas cuantas especies de Cyfophaga son anaerobias facultativas
(descomponen celulosa, quitina o agar); mientras que, Flavobacterium es una bacteria tipica
del plancton de aguas salinas, que crece quimiolitoautotroficamente en presencia de H»

(Tortora et al., 2016).

El estudio realizado por Diez-Vives et al. (2014) para ambientes marinos soporta la
idea de que los Bacteroidetes son la poblacion predominante durante periodos de tiempo muy
cortos; registrandolos estacionalmente durante los periodos de florecimiento y senectud del
fitoplancton; ya que los Bacteroidetes pueden ser sustituidos rapidamente por genotipos
relacionados que se encuentran mejor adaptados a las condiciones cambiantes, hecho que
puede asociarse a que el filo Bacteroidetes registrado en el lago La Preciosa se haya
presentado en ambas fases hidrodinamicas, mostrando valores porcentuales méaximos en la
fase de mezcla y en la etapa de la estratificacion tardia, de manera que en los estratos reflejo

poca variabilidad en sus abundancias porcentuales [Fig. 17].

La abundancia relativa registrada en el estudio de Diez-Vives ef al. (2014) muestra
que los Bacteroidetes contribuyen a la estructura de la comunidad a través de su relacion con
algunas variables ambientales; por ejemplo, los Bacteroidetes registran correlacion con la
duracion del dia, lo cual es atribuido a la resistencia de estos a la radiacion solar en
comparacion con otros grupos del bacterioplancton; también los Bacteroidetes muestran una

correlacion positiva con la temperatura, lo que es coincidente con lo registrado para La

66



Preciosa al relacionar las abundancia relativas de este taxdn no solo con la temperatura si no

con el pH y los sulfatos [Fig.7].
9.1.2.5 FILO PLANCTOMYCETES

El oligonucledtido PLA 886 posee una cobertura del 74% para detectar su grupo objetivo
Planctomycetes (Greuter et al., 2016; Quast et al., 2013).

Hernandez-Avilés et al. (2010) menciona en su estudio llevado para el lago
Alchichica, que los Planctomycetes fueron el grupo mas abundante en la fase de mezcla,
reportando una contribucion menor en otros estratos durante la fase de estratificacion,
mientras que para el lago La Preciosa, los Planctomycetes fueron uno de los filo dominante
tanto para la fase de mezcla y estratificacion, hallandolo de manera variable en los diferentes
estratos de la columna de agua para las diferentes etapas de estratificacion. Se ha reportado
que este filo alberga especies aerobias quimioorganoheterdtrofas y otras son
quimiolitoautotréficas anaerobias, estas tltimas capaces de poder llevar a cabo la oxidacion
anaerobia del amonio (anammox) en sistemas dulceacuicolas (Jetten et al., 2003), por lo que
puede considerarse la presencia y actividad de alguna de estas especies o ambas en la

columna de agua del lago La Preciosa.

En general la abundancia relativa para el filo Planctomycetes del lago monomictico
calido La Preciosa fue mayor comparada al de otros lagos, aunque en estos ultimos se empled

unicamente FISH (Glockner et al., 1999; Hernandez-Avilés et al., 2010)
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10. CONCLUSIONES

El patron de distribucion espacio-temporal del picoplancton procarionte dependio del
comportamiento de monomixis calida del lago, lo que se reflej6 por la dominancia de
diferentes categorias taxonomicas en las fases hidrodindmicas, registrando una mayor
variabilidad de grupos taxondmicos en la fase de estratificacion en comparacion con la fase

de mezcla.

Para el dominio Bacteria se encontr6é variabilidad temporal de los taxa que se
evaluaron, identificando para la fase de mezcla la presencia mayoritaria en forma decreciente
de los fila Proteobacteria, Planctomycetes y Bacteroidetes, mientras que en la fase de
estratificacion destacd la aparicion del filo Actinobacteria y la presencia del dominio

Archaea.

Para la clase Deltaproteobacteria, en las que se incluyen Bacterias sulfato reductoras
present6 variabilidad durante la fase de estratificacion, mientras que para la fase de mezcla

no fueron detectadas.

Las Picocianobacterias registraron una distribucidon variable en su abundancia y
biomasa; como resultado de la disponibilidad de nutrimentos y a las condiciones favorables
de luz; encontrando maximos en la fase de estratificacion, asi como en los diferentes estratos

de la columna de agua.

Los gradientes fisicos y quimicos durante la estratificacion en el lago La Preciosa
influyeron de manera significativa en la distribucion, abundancia y biomasa del picoplancton
procarionte, aunque no se encontro un patron general de variacion de los taxa con respecto a
la profundidad, lo que puede atribuirse a las caracteristicas propias de cada etapa
hidrodindmica en cuanto a la amplitud y ubicacion de los estratos, asi como a las funciones

especificas asociadas de los grupos del picoplancton procarionte analizados.

La abundancia y biomasa del picoplancton procarionte, asi como su actividad y
crecimiento se encuentra limitados e influenciados principalmente por la disponibilidad de

nutrientes, asi como la variabilidad de la temperatura, el oxigeno disuelto y el pH.
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