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INTRODUCCIÓN 

 

Hasta hace algunos años, el fitoplancton era considerado como la única base de la 

red trófica en los ecosistemas acuáticos. Sin embargo, en años recientes se ha 

encontrado que la comunidad bacteriana es un componente importante del circuito 

microbiano “microbial loop”, a través del cual, se transfieren cantidades significativas 

de carbono hasta los niveles tróficos superiores, particularmente en latitudes 

tropicales (Sarmento, 2012). 

Zooplancton 

Dentro el macrozooplancton, oceánico o de aguas interiores, exceptuando a los 

copépodos, los apendicularios (Gorsky et al., 1999), los cladóceros (Sanders et al., 

1989; Lipej et al., 1997), rotíferos (Sanders et al., 1989) y algunas larvas de bivalvos 

(Tomaru et al., 2000) son conocidos por alimentarse del picoplancton. 

Indirectamente, se asume la depredación sobre los HNF a partir del comportamiento 

inversamente proporcional de su población con ciertos grupos de macrozooplancton 

(Güde, 1988). Mientras de forma directa, experimentos con comunidades de 

macrozooplancton han demostrado altas mortalidades tanto en grupos de 

flagelados heterotróficos como de autotróficos (Carrick et al., 1991). 

Nanoflagelados Heterotróficos 

Los nanoflagelados heterotróficos son considerados como los principales 

consumidores de bacterias dentro del plancton en una larga variedad de sistemas 

marinos y cuerpos acuáticos intercontinentales (Sanders et al., 1992). Estos 

protistas pertenecen a distintos grupos taxonómicos, pero pueden ser englobados 
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dentro de un grupo funcional caracterizado por sus tallas pequeñas (2.0 – 20.0 μm) 

y su habilidad de crecer con concentraciones naturales de bacterias planctónicas 

(Gasol et al., 1995; Jürgens et al., 1996).  

Los factores que probablemente regulan la abundancia de los nanoflagelados 

heterotroficos (HNF, por sus siglas en ingles heterotrophic nanoflagellates) en 

mayor medida son: a) fuentes de recursos (principalmente picoplancton), b) 

depredación por otros fagótrofos y c) la temperatura (Jürgens et al., 1996); así 

mismo, existe una correlación entre las bacterias y la densidad poblacional de estos 

protozoarios a través de una amplia gama de sistemas marinos e intercontinentales 

en diferentes estados tróficos (Sanders et al., 1992) y a pesar de esto, se han 

encontrado que en cuerpos con estados tróficos similares la variación en la 

abundacia de HNF es bastante amplia (Jürgens, 1992) la cual ha sido asumida 

como resultado de un grado variable en el control “top-down” (Jürgens et al., 1996). 

Los protistas heterotróficos son considerados importantes no solo por el rol que 

juegan regulando la abundancia y producción de las bacterias, sino también porque 

se ha visto que su actividad de pastoreo es un factor clave para controlar el reciclaje 

de los paquetes de nutrientes acumulados por las bacterias (Caron & Goldman, 

1990; Jürgens et al., 1996). 

Al ser los depredadores más eficientes del bacterioplancton y del fitoplancton ≤ 2.0 

μm (picoplancton) y, al mismo tiempo, la mayor fuente potencial de recursos para 

ciliados y crustáceos (Sanders & Wickham, 1993), los nanoflagelados heterotróficos 
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son una piedra fundamental para el flujo trófico dentro del circuito microbiano (Sherr 

& Sherr, 1988). 

Picoplancton  

El picoplancton (0.2 - 2.0 µm) incluye organismos procariontes (picocianobacterias 

y bacterias heterotróficas) además de eucariontes autótrofos y heterótrofos; se 

distribuye mundialmente y puede encontrarse de forma ubicua en todo tipo de lagos 

(Stockner, 1991). El criterio para distinguir entre fotótrofos y los de alimentación 

heterotrófica es la presencia de pigmentos fotosintéticos y su capacidad de mostrar 

autofluorescencia (Callieri & Stockner, 2002). 

Picoplancton Autotrófico 

El picoplancton autotrófico (PPA) se encuentra distribuido en una gran veriedad de 

sistemas de agua dulce, incluidos lagos ultraoligotróficos (Boraas et al., 1991), a 

grandes altitudes (Hawley & Whitton, 1991; Ruggiu et al., 1998), lagos polares y 

subpolares (Vincent, 2000) y en lagos eutróficos poco profundos y estanques (Vörös 

et al., 1998). Las picocianobacterias individuales son muy abundantes en lagos 

oligotróficos a mesotróficos, mientras que las formas coloniales ocurren con mayor 

frecuencia en lagos mesotróficos a eutróficos o estanques (Stockner et al., 2000). 

Se ha documentado en la literatura la gran importancia que juegan las algas de 

tallas correspondientes al picoplancton en la productividad primaria global de 

sistemas acuáticos (Stockner & Antia, 1986; Stockner, 1988). En lagos oligotróficos 

cerca del 50% al 70% de la fijación anual de carbono se le atribuye a organismos 

que son capaces de pasar a través de fitraciones con poro de 1.0 – 2.0 µm (Caron 
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et al., 1985; Munavar & Fahnenstiel, 1982). En lagos oligotróficos dimícticos cuando 

los depredadores y la concentración de nutrientes limitantes impiden la competencia 

con otros organismos fitoplanctónicos, el picoplancton es capaz de tener una 

remarcable producción primaria y subsecuente reciclaje de materia orgánica 

disuelta (MOD) (Porter , 1988). 

Picoplancton Heterotrófico 

Desde hace varios años las bacterias heterotróficas, o picoplancton heterotrófico 

(HPP, por sus siglas en inglés heterotrophic picoplankton) han sido estudiadas y 

cuantificadas en la columna de agua (e.g., Zobell, 1946) demostrando ser 

importantes en los medios acuáticos, no solo por su papel como descomponedores, 

sino por ser una vía a través de la cual los sustratos disueltos en el medio y los 

nutrientes inorgánicos pasan a niveles tróficos superiores por efecto de depredación 

de protozoarios y macrozooplancton (Azam et al., 1983; Jürgens & Jeppesen, 2000; 

Jezbera et al., 2005). Ademas de ser el mayor contribuyente de biomasa en los 

sistemas planctónicos (Cole et al., 1988). 

Circuito microbiano 

Mientras que la existencia de pequeños fotoautótrofos, bacterias y protistas 

heterotróficos en la columna de agua había sido reconocida por largo tiempo, la 

mayoría de los biólogos oceanógrafos creían que lo verdaderamente importante en 

el flujo de carbono a lo largo de la columna de agua era únicamente la producción 

procedente de la fracción grande del fitoplancton, especialmente diatomeas y 

dinoflagelados, las cuales sirven de alimento al zooplancton, principalmente  
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copépodos, que a su vez son consumidos por los peces más pequeños (Fenchel, 

2008). 

No fue hasta que Azam et al. (1983) acuñó el término de circuito microbiano 

“microbial loop”, quien concluyó que una parte sustancial de la productividad 

primaria se perdía en el ambiente en forma de MOD, suceso también reportado por 

Fogg (1983), además de que ésta MOD era utilizada por las bacterias que a su vez 

eran consumidas por los protozoarios y finalmente éstos últimos podían entrar a la 

cadena clásica conformada por organismos  de tallas mayores. 

La red trófica microbiana en la columna de agua de lagos, ríos y océanos está 

compuesta por virus, procariontes quimiorganotróficos y cianobacterias, así como 

también por eucariontes unicelulares autotróficos y heterotróficos.  La mayor parte 

del carbono producido y consumido en esta red microbiana es también acoplada a 

la red de pastoreo clásica (algas-zooplancton-peces) (Pernthaler, 2005). 

Los nanoflagelados heterotróficos y en menor medida pequeños ciliados, crean un 

puente entre la MOD consumida por microorganismos del picoplancton, los cuales 

poseen tallas que van desde los 0.2 µm hasta 2.0 µm (Sieburth et al., 1978), y 

aquellos organismos del plancton que solo se pueden alimentar de células con 

dimensiones mayores a 3.0 µm, tal es el caso de los crustáceos zooplanctónicos, 

rotíferos, ciliados grandes y dinoflagelados heterótrofos y mixótrofos (Jürgens et al., 

1996). 
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Figura 1: El circuito microbiano "microbial loop" descrito en Azam et al. (1983) (líneas sólidas) con 
modificaciones en Fenchel (2008) (líneas punteadas). DOC hace referencia a la materia orgánica disuelta, 
por sus siglas en inglés dissolved organic matter (Tomado de Fenchel 2008). 

El circuito microbiano tiene especial relevancia en cuerpos de agua oligotróficos, 

dado que la competencia por nutrientes limitantes favorece a organismos de tallas 

pequeñas, como las picocianobacterias que son las responsables de la producción 

primaria como principales regeneradores de nutrientes en la columna de agua 

(Chisholm, 1992; Kiørboe, 1993). Mientras, que la red de pastoreo del plancton se 

manifiesta principalmente bajo circunstancias en donde hay un suministro elevado 

de nutrientes, como por ejemplo durante los florecimientos algales “blooms” de 

primavera en aguas templadas y zonas de afloramientos oceánicos relacionados 

con las surgencias.  

Cadena clásica de pastoreo 
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Fotoheterótrofos 

aerobios  
Bacterias heterotróficas 

Virus 

Eucariontes 

mixotrófico

s 
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Procariontes fototróficos 

Materia orgánica particulada 
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Además de los primeros organismos que fueron incluidos dentro del circuito 

microbiano en un inicio (fitoplancton, bacterias heterotróficas y protistas 

fagotróficos), los procariontes unicelulares fotosintéticos, como lo es 

Synechococcus, juegan su papel como productores primarios y junto con la 

proclorofita Prochlorophyton dominan la fotosíntesis en las aguas oceánicas 

(Chisholm et al., 1988, 1992; Cambell & Vaulot, 1993). La actividad del picoplancton 

autotrófico y heterotrófico constituye un importante recurso de energía dentro del 

circuito microbiano (Pomeroy, 1974; Azam et al., 1983) y provee una vía a traves de 

la cual el carbón orgánico disuelto (COD) y los nutrientes llegan hasta las redes 

tróficas convencionales por medio de las interecciones depredador-presa de 

protozoarios y el picoplancton.  

Otro importante grupo funcional que fue adicionado al circuito microbiano está 

constituido por los virus.  Éstos  se encuentran en densidades cercanas a 109 m L-1 

en el océano y su tasa de renovación puede ser estimar a partir de su tasa de 

supervivencia en ausencia de una célula huesped (Proctor & Fuhrman, 1974; 

Bratbak et al., 1992; Thingstad et al., 1993). La mortalidad provocada a partir de los 

ataques virales es muy similar en magnitud al pastoreo de los protozoarios; pero a 

comparación de estos últimos, el hecho de que los virus sean altamente específicos 

en cuanto a sus hospederos provoca un efecto diferente. En lugar de afectar a la 

población total de bacterias, los virus desencadenan cambios sucesivos dentro del 

bacterioplancton y quizas mantienen una mayor diversidad de especies bacterianas 

en el plancton a comparación de si no hubiera virus. Esto se debe a que los tipos 

de bacterias más numerosas en los cuerpos de agua son, comunmente,  suceptibles 

a los ataques virales (Fenchel, 2008). 
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Los protistas mixotróficos conforman otro complejo el cual fue adicionado 

posteriormente al circuito microbiano. Estos poseen tanto la capacidad de fagocitar 

a otros organismos así como la de ser fototróficos, una cualidad que les ha permitido 

distribuirse ampliamente a lo largo y ancho del mundo. 

Existen diferentes tipos de mixótrofos, algunos protozoarios, en particular ciliados, 

se alimentan de algas y retienen sus cloroplastos durante varios días,  siendo 

capaces de usarlos para realizar fotosíntesis, fenómeno llamado retención de 

cloroplastos (Stoecker et al., 1989; Jones, 1994). Otras especies poseen 

cloroplastos y son capaces de fagocitar al mismo tiempo, esto es común entre los 

dinoflagelados y algunos flagelados; mientras que en algunos otros no se tiene claro 

si poseen cloroplastos o si se trata de células en simbiosis, hecho presente en 

dinoflagelados (Havskum & Hansen, 1997). 

Una forma  básica de clasificar al plancton es en i) bacterioplancton (constituido 

principalmente por procariontes heterotróficos), ii) fitoplancton (incluídas las 

cianobacterias y los eucariontes) y iii) zooplancton (formado por eucariontes 

unicelulares y organismos pluricelulares); y coincidiendo con esta subdivisión esta 

el criterio de agruparlos por tamaño (Callieri & Stockner, 2002). Quizás el sistema 

más simple fue el que propuso Dussart (1965) quien dividió al plancton en una 

escala logarítmica: i) macroplancton (200.0 - 2000.0 µm), ii) microplancton (20.0 - 

200.0 µm) y nanoplancton (2.0 – 20.0 µm). Posteriormente Sieburth et al. (1978) 

incluyó en esta clasificación los términos de picoplancton (0.2 – 2.0 µm) y 

femtoplancton (0.02 – 0.2 µm). 
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Control Descendente “Top-Down” 

Algunos de los factores que determinan el tamaño de la población en los 

ecosistemas es el balance entre la natalidad y la tasa de mortalidad (Campbell & 

Reece, 2007), y los microorganismos no son la excepción a este hecho ecológico. 

Dentro de los ecosistemas acuáticos la depredación es la fuerza que tiene mayor 

influencia sobre la organización, tamaño de la estructura y la composición específica 

a diferentes niveles de la red trófica (Brooks & Dodson, 1965; Hairston & Hairston, 

1993). 

Algunas investigaciones han demostrado que los cambios en la abundancia de los 

depredadores tienen grandes consecuencias en la estructura, función y resiliencia 

del ecosistema, ya que al eliminar grupos de organismos también se anula el nicho 

ecológico que desempeñaba dicha presa (Paine, 1969; Duffy 2002) mientras que 

estudios en nanoflagelados heterotróficos sugieren que los protistas pueden influir 

en el tamaño y estructura de las comunidades bacterianas a través de una 

eliminación selectiva de las células con mayor tamaño (Chrzanowski & Šimek, 1990; 

González, et al., 1990). Conforme las dimensiones de la célula bacteriana 

incrementan durante el ciclo celular, se espera que la intensidad de pastoreo de los 

depredadores selectivos sea mayor antes o durante la división celular (Sherr et al., 

1992) por lo que se supone que si la presión de pastoreo sobre el bacterioplancton 

se incrementa, entonces la tasa de crecimiento celular tenderá a disminuir, mientras 

que aquellas células con la mayor actividad de crecimiento celular serán las que 

sufran los rangos de mortalidad más grandes (Pernthaler et al., 1996). 
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El control descendente “Top-Down” (que en el documento se mencionará en inglés, 

por su conceptualización internacional) del procarioplancton acoplado a los hábitats 

pobres en nutrimentos, implica que el crecimiento de los depredadores también está 

limitado por la baja disponibilidad de la presa (recursos), esto es, el control 

ascendente “Bottom-Up”. En contraste los sistemas ricos en nutrientes (eutróficos) 

pueden sostener a una comunidad diversa de grandes depredadores (protistas 

grandes, zooplancton y larvas de peces) que controlan la abundancia de 

nanoflagelados heterotróficos, liberando de este modo a la comunidad procarionte 

del control por depredación (Pernthaler, 2005). Pero en los sistemas de agua dulce 

el patrón se ve sustancialmente modificado por otros parámetros, como lo son la 

entrada de materia orgánica a través de ríos o por arrastre de la cuenca (Šimek et 

al., 2001) y el efecto cascada desde los niveles superiores en la red trófica, esto es, 

el tipo de alimentación que predomina en las especies de zooplancton (Jürgens & 

Jeppesen, 2000) puesto que las bacterias y arqueas pueden crecer en condiciones 

oligotróficas y copiotróficas (Schut et al., 1997). 

Antecedentes 

Desde su descubrimiento, el circuito microbiano (Azam et al., 1983) ha comenzado 

a ganar relevancia para tener un mejor entendimiento de las redes tróficas en los 

medios acuaticos. Adquiriendo importancia lo estudios en donde se evalúa la 

interación que extiste entre sus distintos componentes (nanoflagelados, ciliados, 

bacterias heterotróficas y picoplancton autotrófico), pero haciendo incapié en los 

procesos de depredación (“Top-down”), de entre los que destacan autores como 

Šimek, Jürgens, Posch, Stockner, Salcher, Amann, Fuchs, Callieri, Glöckner, 
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González, Sherr, Jezbera, Pernthaler, Sarmento, Gasol, entre otros que han 

aportado un basto conocimiento de estos organismos, cuyas referencias se citan a 

lo largo de los diferentes apartados de la tesis. 

Estrategias del picoplancton. 

Varias características fenotípicas de las bacterias acuáticas se han interpretado 

como adaptaciones para escapar de la presión de pastoreo. Algunas de estas 

características, como la secreción de exopolímeros y la formación de filamentos, 

podrían ser la consecuencia de condiciones fisiológicas que no están relacionadas 

necesariamente con la depredación, sino la tasa de crecimiento (Hahn et al., 1999), 

no obstante, experimentos en laboratorio han demostrado la aparición de estas 

estrategias bajo el estímulo específico de los depredadores sobre la comunidad 

bacteriana (Wu, 2004). Mientras que otras, como la movilidad (Matz & Jürgens, 

2005), la reducción celular (Boenigk et al., 2004) y la producción de toxinas (Matz 

et al., 2004) parece haber evolucionado específicamente en respuesta a la 

mortalidad por pastoreo (Pernthaler & Amann, 2005). 

Formación de filamentos. 

Se considera que la formación de filamentos es un medio eficiente de protección 

contra la depredación de protistas. Ya sea porque las bacterias filamentosas 

exceden el rango de tamaño que la mayoría de los protozoarios bacterívoros 

pueden consumir o que los filamentos son mucho menos depredados que las 

bacterias más pequeñas (Shikano et al., 1990; Hahn & Höfle, 1998; Wu et al., 2004).  
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Agregados o colonias. 

Las bacterias heterotróficas producen una amplia gama de sustancias poliméricas 

extracelulares (EPS, por sus siglas en ingles “extracelular polymeric substances”) 

que comprenden polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y otras 

macromoléculas biológicas (Flemming & Wingender, 2001). En experimentos de 

laboratorio la secreción de EPS mejoró significativamente la supervivencia 

bacteriana en la exposición al intenso pastoreo de HNF (Matz et al., 2004). 

Comúnmente, las bacterias que producen EPS desarrollan subpoblaciones de 

células y microcolonias que están incrustadas en una matriz de EPS (Hahn et al., 

2004). 

El cambio al tipo de célula colonial puede ser una consecuencia pasiva de la 

alimentación selectiva en células individuales (Hahn et al., 2004), pero la formación 

de microcolonias también puede inducirse específicamente en presencia de 

depredadores mediante la comunicación célula-célula (Matz et al., 2004) 

La protección contra el pastoreo de protistas podría además estar mediada por las 

propiedades de la pared celular bacteriana. Las bacterias gram-positivas son mucho 

menor depredadas que las Gram-negativas (Iriberri et al., 1994). A partir del análisis 

de vacuolas alimenticias en protistas se deduce que las bacterias del Phyllum 

Actinobacteria, las cuales son gram-positivas, son evitadas por estos (Jezbera et 

al., 2005).  
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Motilidad bacteriana. 

La motilidad bacteriana parece tener dos enfoques opuestos. Por un lado, la 

probabilidad de contactos aleatorios entre depredadores y presas aumenta con el 

movimiento de esta última y las bacterias móviles pueden, por lo tanto, ser 

consumidas con mayor frecuencia por los nanoflagelados heterotróficos (González 

et al., 1993). Por otro lado, la eficacia de captura de las bacterias que son capaces 

de nadar rápidamente, por parte de los flagelados, se reduce en comparación con 

los nadadores menos rápidos (Matz & Jürgens, 2005). 

Producción de toxinas. 

Algunas bacterias pueden incluso envenenar a sus depredadores de manera 

concertada: Chromobacterium violaceum indujo específicamente la respuesta 

apoptótica en flagelados después de ser ingerido (Matz, 2004). Esta misma 

secreción de toxinas se ha referido sobre biofilms maduros de Pseudomonas 

aeruginosa (Matz et al., 2004). 

CARD-FISH 

Para una mayor comprensión de las redes tróficas en el plancton se incrementó el 

interés por conocer a los organismos involucrados, su diversidad y propiedades 

funcionales. Por un lado, los eucariontes más pequeños son organismos 

identificables por microscopia y relativamente fácil de cultivar en laboratorios, en 

cambio los procariontes presentan más complicaciones en ambos casos (Fenchel, 

2008). 
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Mientras que los procariontes autotróficos (cianobacterias) han probado ser 

relativamente fáciles de aislar en cultivos, la mayoría de las bacterias heterotróficas 

mostraron una gran resistencia a los intentos por cultivarlas y solo con una minoría 

de especies marinas se ha logrado conseguir colonias por el método clásico para 

obtener cepas aisladas en agar. Existen varias razones por las cuales solo algunas 

bacterias marinas logran formar colonias; una de ellas es que estos organismos 

unicelulares son oligótrofos obligados por lo que no pueden prosperar al colocarlos 

en un medio rico en nutrientes (Pointdexter, 1981). También es posible que al usar 

estos medios de cultivos con altas cantidades de nutrientes se induzca un rápido 

crecimiento de la población bacteriana, lo cual activa la lisis celular provocada por 

virus y la formación de colonias se vea interrumpida (Hagström et al., 2001). Por lo 

que el desarrollo de nuevas técnicas moleculares que permitieran dilucidar sobre la 

diversidad de estos microoganismos tomó especial importancia. 

He aquí cuando entró en escena la hibridación in situ fluorescente (FISH) que desde 

su aparición se ha convertido en una de las técnicas moleculares más utilizadas y 

de rutina en la ecología microbiana; esta técnica puede ser usada para detectar, 

identificar y enumerar microorganismos sin la necesidad de un cultivo, e inclusive 

puede ser utilizada para dilucidar la ecología microbiana de algunos hábitats, entre 

los que se encuentran el suelo, sedimentos, ambientes acuáticos e inclusive la 

superficie de algas marinas (Amann et al., 1995; Amann et al., 2001; Tujula et al., 

2006; Okabe et al., 2010). Sin embargo, el principal problema en la aplicación de 

esta técnica es su insuficiente sensibilidad por el bajo número de objetivos 
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moleculares en la célula, la baja permeabilidad de la sonda en las células y la pobre 

eficiencia de hibridación (Amann et al., 1995). 

El protocolo de CARD- (Catalyzed reporter deposition)- FISH propuesto por 

Pernthaler et al. (2002) permitió la detección de pequeñas bacterias marinas con un 

bajo contenido ribosómico, ya no siendo un impedimento para detectarlas con 

sondas monocromáticas. 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿Qué papel desempeña el control top-down en la composición y abundancia de la 

comunidad bacteriana como parte del circuito microbiano del lago volcánico maar 

Atexcac? 

JUSTIFICACIÓN 

 

Se ha planteado que los lagos volcánicos maar de la cuenca oriental presentan 

limitación de recursos alimenticios temporal y espacialmente, como se ha descrito 

para los rotíferos en el lago Alchichica (Ortega-Mayagoitia et al., 2011). 

De manera similar, el lago volcánico tipo maar Atexcac es un sistema clasificado 

como oligo-mesotrófico (Cárcamo, 2017), donde la comunidad presente de 

copépodos, Leptodiaptomus cf. sicilis (Barrera-Moreno et al., 2015), se podría 

encontrar aparentemente en condiciones donde los recursos alimenticios sean 

limitados, principalmente el fitoplancton; siendo el aporte de carbono a través del 

circuito microbiano una fuente alimentaria complementaria para este grupo de 
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organismos debido a que en los lagos tropicales se ha observado que éste aporta 

cantidades significativas de carbono a niveles tróficos superiores (Sarmento, 2012)  

siendo que representa una vía alternativa importante en la transferencia del mismo. 

De aquí, deriva la importancia de estudiar el control top-down, es decir las relaciones 

depredador-presa entre los diferentes componentes del circuito microbiano en estos 

sistemas lacustres, como un mecanismo relevante para explicar el funcionamiento 

de las redes tróficas en este tipo de ambientes.   

HIPÓTESIS 

 

1. Al incrementar la concentración de copépodos, en la muestra, éstos se 

comerán a los organismos del microzooplancton y como consecuencia los 

nanoflagelados heterotróficos, al ya no tener depredadores, aumentarán y 

provocarán decrementos sobre la población de bacterias heterotróficas. 

2. Tras eliminar a los copépodos (macrozooplancton), la población del 

microzooplancton, al no tener depredadores, consumirán en mayor medida 

a los nanoflagelados heterotróficos. Por lo que el bacterioplancton, al no ser 

depredado, experimentará aumentos en sus abundancias. 

3. Al eliminar tanto a los copépodos y al microzooplancton, los nanoflagelados 

heterotróficos incrementarán su densidad poblacional los cuales provocarán 

disminuciones en sus presas, las bacterias heterotróficas.  

4. El aumento de la población de nanoflagelados promoverá que los distintos 

grupos bacterianos recurran a diferentes estrategias para evitar su 
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depredación (formación de colonias, cambio en su morfología o reducción de 

tamaños). 

5. Se espera que cada depredador tenga una preferencia diferencial hacia los 

distintos grupos bacterianos, consumiendo específicamente algunos y 

evitando otros. 

OBJETIVO 

 

Evaluar experimentalmente el efecto del control descendente “Top-down” de 

distintos depredadores (macrozooplancton, microzooplancton y nanoflagelados) 

sobre la abundancia, composición por grupos y morfológica del picoplancton 

procarionte. 

Objetivos particulares  

 Contabilizar la abundancia de nanoflagelados y bacterias autotróficas y 

heterotróficas por microscopia de fluorescencia. 

 Determinar por microscopia, si las bacterias heterotróficas cambian su 

morfología tras finalizar el experimento. 

 Calcular el contenido de carbono por célula para el picoplancton 

heterotrófico. 

 Evaluar la composición de grupos procariontes en los experimentos con 

técnica molecular CARD-FISH. 
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ZONA DE ESTUDIO 

La Cuenca Oriental se encuentra en la parte oriente del Eje Neovolcánico, es una 

cuenca endorreica ubicada entre las coordenadas 97° 09’ y 98° 03’ O y entre los 

18° 48’ y 19° 43’ N (Arredondo, 2002) entre el Eje Neovolcánico y el sureste de la 

Sierra Madre Oriental, con una elevación mayor a 2 300 m.s.n.m. (CONABIO, 2015). 

Posee una superficie aproximadamente de 4 982 km2 (CONABIO, 2015) y abarca 

los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Alcocer et al., 2007). Predominan 

suelos con sustrato calizo tipo Rendzina, además de Regosol, Litosol, Feozem, 

Andosol y Cambisol. Tiene contacto con zonas tropicales húmedas al este y 

templadas al norte y al oeste (CONABIO, 2015). 

La Cuenca Oriental presenta un clima árido con una evaporación anual entre 1690 

mm y una precipitación menor a 500 mm, una temperatura entre -5.05 a 30 °C con 

una media de 12.9 °C (Adame et al., 2008). 

El clima varia de acuerdo a la altitud. La parte mas baja de la cuenca, comprendida 

entre las coordenadas 97° 10’ y 97° 50’ O y 19° 00’ y 19° 40’ N (Can-Chulim et al., 

2011) presenta un clima semiárido (BSi) distribuido en la parte central de la cuenca 

a una altitud entre los 2300 m y 2400 m. mientras que el clima templado subhumedo 

con lluvias en verano (C (w1)) se eubica entre los 2400 m  y 3000 m en la parte 

norte y entre los 2300 a 2500 en las zonas este, oeste y sur de la cuenca, rodeando 

de forma concentrica al BSi (Alcocer  et al., 2007). 
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Figura 2: Vista aérea del lago Atexcac. Tomado de Google Earth 

El lago de San Luis Atexcac se encuentra localizado entre los paralelos 19° 19’ 

50.68’’ - 20° 20’ 12.30’’ N y los meridianos 97° 26’ 45.99’’ - 97° 27’ 15.37’’ O; es un 

lago volcánico tipo maar, considerado como un cuerpo de agua oligo-mesotrófico 

(Cárcamo, 2017), clasificado como un lago hiposalino, al presentar una salinidad de 

6 g L-1 (Arellano, 2017). 

Arredondo-Figueroa et al. (1983) realizó la descripción de los lagos ubicados en la 

cuenca oriental y para el lago estudiado reporta un área superficial de 0.29 km2, un 

volumen de 6.15 millones m3. Su forma se aproxima a una elipse (Figura 2), cuya 

longitud máxima es de 0.78 km con orientación SO-NE. La pared tiene una fuerte 
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inclinación que llega a la plataforma de 30 m en la parte central de la cuenca, 

interrumpida con zonas más profundas ligeramente desplazadas hacia el este y con 

una profundidad aproximada de 39 m, mientras que en trabajos más recientes 

(Vizuet, 2015; Arellano, 2017; Cárcamo, 2017) se ha registrado una profundidad 

máxima de 34 m. 

MATERIAL Y MÉTODO 

 

Campo 

 

Se realizó un muestreo en el lago de Atexcac durante el periodo de estratificación 

bien establecida en el mes de agosto correspondiente al año 2016, en donde se 

midió el perfil vertical de temperatura y de oxígeno disuelto del lago con un oxímetro 

marca Hach con precisión de ±0.05 mgL-1 en una estación de muestreo ubicada al 

noreste del cuerpo lacustre, para determinar la ubicación del metalimnion y en 

donde, de acuerdo con los resultados obtenidos en trabajos previos del laboratorio 

se encuentra una mayor concentración de organismos (Vizuet, 2015; Arellano, 

2017; Cárcamo, 2017; Reyes-Nopal, datos no publicados). Se tomaron muestras de 

agua a una profundidad de 15 metros con ayuda de una botella Van Dorn marca 

Wildco de 2.5 litros de capacidad las cuales fueron trasvasadas al epilimnion. 

Montaje del experimento 

El experimento se montó a una profundidad de 10.0 metros, correspondiente a la 

zona eufótica para asegurar una continua producción de oxígeno por parte de los 
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organismos autotróficos, en un sistema que consistió en botellas tipo Winkler 

suspendidas en garrafas de plástico transparente de 20.0 L horadadas para tal fin. 

Para el experimento se realizaron 3 tratamientos y su control (detallados debajo en 

el texto), cada tratamiento o control representa una botella tipo Winkler que se dejó 

en incubación, y para cada una de estas condiciones se prepararon 3 botellas, 

dando como resultado final la cantidad de 12 botellas suspendidas a 10.0 metros 

dentro del lago (Figura 3). 

Además de estas incubaciones se preparó una botella más de cada condición que 

no fue introducida al lago y se fijó con formaldehido al 2.0% después de su 

preparación, esto con el fin de tener un punto de referencia inicial del experimento. 

 

Figura 3: Modelo esquemático del experimento en donde se observa el estrato de donde fueron tomadas 
las muestras de agua (metalimnion) y en donde fueron incubadas (epilimnion). 

Tratamiento 1. Adición de macrozooplancton. Referido en el texto como 

tratamiento, incubación o botella de/con macrozooplancton o simplemente 

con copépodos. Con ayuda de una caja muestreadora Schindler-Patalas marca 

EPILIMNION 

HIPOLIMNION 

METALIMNION Estrato en donde 

se tomaron todas 

las muestras 

Estrato en 

donde se 

incubaron las 

muestras 

Botellas tratamiento en 

incubación 
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Wildco con capacidad de 10.0 L equipada con una red colectora con una luz de 

malla de 63.0 µm, con la que se queda atrapado todo el macrozooplancton dentro 

de la caja, se tomó una muestra de macrozooplancton desde el metalimnion. A partir 

de esta muestra se vertieron 100.0 mL de la misma a una botella tipo Winkler y, 

finalmente, se terminó de llenar con agua tomada desde el metalimnion con la 

botella Van Dorn. 

Tratamiento 2. Adición de microzooplancton y remoción del macrozooplancton. 

Referido en el texto como tratamiento, incubación o botella de/con 

microzooplancton o simplemente con ciliados. Se filtraron 100.0 mL de muestra 

procedente del metalimnion a través una malla con poro de 100.0 µm para eliminar 

el macrozooplancton, para volver a ser filtrada a través de 63.0 µm con el fin de 

concentrar al microzooplancton (ciliados) (Macek et al., 1994) y finalmente verter 

esta alícuota dentro de una botella tipo Winkler y terminar de llenar con agua 

procedente del metalimnion filtrada por malla de 100.0 µm para eliminar a todo el 

macrozooplancton de este tratamiento. 

Tratamiento 3. Adición de nanozooplancton y remoción de macrozooplancton y 

microzooplancton. Referido en el texto como tratamiento, incubación o botella 

de/con nanozooplancton o simplemente con nanoflagelados. Se filtraron 100.0 

mL de muestra tomada del metalimnion por una malla de 100.0 µm y otra de 63.0 

µm para eliminar al macrozooplancton y por una membrana de policarbonato de 3.0 

µm, para dejar únicamente al nanozooplancton, que se depositaron en una botella 

tipo Winkler y posteriormente se llenaron con muestra filtrada por malla de 100.0 

µm y 63.0 µm. 
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Control. Referido en el texto como incubación o botella control o simplemente 

como testigo. Se realizó llenando las botellas tipo Winkler con muestra tomada 

directamente de la botella Van Dorn desde el metalimnion. 

Todas las botellas tipo Winkler se incubaron dentro de la zona eufótica en la 

profundidad anteriormente referida por un periodo de 24 horas, tras los cuales 

fueron fijados con formaldehido al 2.0% dentro de botellas de PET y conservadas 

en hielo bajo condiciones de obscuridad hasta su procesamiento en laboratorio. 

Laboratorio 

 

Para cada tratamiento se evaluó el picoplancton autotrófico (PPA), el picoplancton 

heterotrófico (PPH), los nanoflagelados, el macrozooplancton (copépodos) y la 

composición bacteriana (CARD-FISH) de la siguiente manera: 

PPA. Se filtró al vacío un volumen de 5.0 mL a través de una membrana de 

policarbonato de 0.2 µm y se evaluó en microscopio de epifluorescencia (Leica 

Alemania) (Davis & Sieburth, 1982) con un lente de inmersión 100x apocromático 

por autoflorescencia de ficocianinas y ficoeritrinas con un filtro Cy3 que emite luz 

verde. Se contabilizó un total de ±400 células en campos al azar (Porter & Feig, 

1980). Posteriormente se tomaron de 10 a 15 fotografías de cada repetición con una 

cámara digital (Canon PowerShot S-45) acoplada al microscopio. Asimismo, se 

registró las tendencias bacterianas de agregarse o encontrarse en forma individual 

dependiendo del tratamiento. 

PPH. Se filtraron al vacío 1.5 mL de muestra, previamente teñida con 50.0 µL de 

DAPI por 3 minutos, en condiciones de obscuridad a través de una membrana negra 
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de policarbonato de 0.2 µm a cuya preparación se le adicionó VectaShield y se 

observó al microscopio de epifluorescencia con luz UV, contándose un total de ±400 

células por preparación (Porter & Feig, 1980) y las tendencias bacterianas a 

agregarse, formar filamentos o encontrarse en forma individual través del programa 

ImagenJ (v1.33h, 2004) Se tomaron las mediciones del área, perímetro y Feret 

bacteriano  calculando, la longitud, ancho, volumen celular  a partir de estos 

parámetros morfométricos en una hoja de Excel con macros realizados por el 

Instituto de Hidrobiología dela Academia de Ciencias de la República Checa.  

NFH. Se filtraron al vacío 10 mL de muestra previamente teñida con 50.0 µL de 

DAPI por 3 minutos, en condiciones de obscuridad con una membrana de 

policarbonato teñida con poro de 0.8 µm para ser posteriormente evaluadas en el 

microscopio de epifluorescencia con luz UV. Se consideró la abundancia por 

conteos de 30 campos al azar (Porter & Feig, 1980). 

Macrozooplancton. Se observó una muestra de 5 mL bajo un microscopio óptico 

marca Zeiss con aumento de 40X para contabilizar la cantidad de macrozooplancton 

(copépodos) presentes en cada muestra. 

CARD-FISH 

 

Se llevó a cabo la técnica molecular CARD-FISH siguiendo el protocolo establecido 

por Pernthaler et al. (2002) modificado por Sekar et al. (2003).  

Para llevar a cabo ésta técnica se filtraron 10 mL de cada muestra a través de una 

membrana de policarbonato blanca con poro de 0.2 µm. Posteriormente las 
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membranas se sumergieron en una solución de agarosa al 0.1% a una temperatura 

de 30 °C y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Cuadro 1: Sondas de oligonucleótidos utilizadas en CARD-FISH. Modificado de (Vizuet, 2015). 

Sonda Especificidad Secuencia Referencia 

EUB I-III La mayoría de las bacterias, 

Dominio Bacteria, Orden 

Planctomicetales, Orden 

Verrucomicrobiales. 

5’- GCW GCC WCC CGW AGG AGW GT -3’ Daims et al. 

(1999) 

ARCH 915 Dominio Archea. 5’- GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT -3' Stahl & 

Amann 

(1991) 

ALF 968 Clase Alphaproteobacteria. 5’- GGT AAG GTT CTG CGC GTT -3' Neef (1997) 

BET 42a+C Clase Betaproteobacteria. 5’- GCC TTC CCA CTT CGT TT -3' Manz et al. 

(1992) 

GAM42a+C Clase 

Gammaproteobacteria. 

5’- GCC TTC CCA CAT CGT TT -3' Manz et al. 

(1992) 

HGC 69a Phyllum Actinobacteria. 5’- TAT AGT TAC CAC CGC CGT -3' Roller et al. 

(1995) 

CF3 19a La mayoría de las 

Flavobacterias, algunos 

Bacteroidetes, algunos 

Sphingobacteria. 

5’- TGG TCC GTG TCT CAG TAC -3' Manz et al. 

(1996) 

LD12 121 Familia SAR11, Genero 

Candidatus LD12. 

5’- CAC AAG GCA GAT TCC CAC AT -3' Salcher et al. 

(2011) 

PAR 1457 Género Paracoccus. 5’- CTA CCG TGG TCC GCT GCC -3' Neef et al. 

(1996) 

PLA 886 Familia 

Planctomycataceae. 

5’- GCC TTG CGA CCA TAC TCC C -3' Neef et al. 

(1998) 

SRB 385 La mayoría de los 

desulfovibrionales y otras 

bacterias. 

5’- CGG CGT CGC TGC GTC AGG -3' Amann et al. 

(1990) 

CREN 537 Filo Thaumarchaeota. 5’- TGA CCA CTT GAG GTG CTG -3' Teira et al. 

(2004) 

NON 338 Sonda utilizada como 

control complementario a 

EUB 338 I-III. 

5’- ACT CCT ACG GGA GGC AGC -3' Amann et al. 

(1990) 
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Se realizó un pretratamiento enzimático con una solución de lisozima, para degradar 

la pared celular en las bacterias y permitir posteriormente el libre paso de las sondas 

de oligonucleótidos (Cuadro 1) hacia el ADN, durante una hora a una temperatura 

de 37 °C. 

Para la sonda de Actinobacteria se cortaron 1/13 de cada membrana para ponerlas 

a incubar en una solución de acromopeptidasa durante 30 minutos, mientras que el 

resto de la membrana se incubó en una solución de Proteinasa K, igualmente por 

30 minutos a 37 °C. 

Tras el término de la incubación, se procedió a cortar las membranas tratadas con 

Proteinasa K en banderines para cada sonda utilizada, 12 sondas en total, y se 

dejaron incubando en buffer de hibridación (Anexo 1) con la sonda de 

oligonucleótidos correspondiente de cada banderín en un termorregulador 

(Thermomixer confort, marca Eppendorf) durante 24 horas a una temperatura 

constante de 35 °C. Para ser incubados en una solución de tiramida marcada con 

el fluorocromo ALEXA-448 por 30 minutos a 37 °C en condiciones de obscuridad. 

Cada banderín se almacenó a -20°C envueltos en papel aluminio hasta su conteo 

en el microscopio de epifluorescencia. 

Para los conteos en microscopio se tiño la muestra con Vectashield con DAPI para 

cuantificar el número total de células y la cantidad de células hibridadas para cada 

grupo procarionte analizado con el fluorocromo ALEXA-448. 
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Trabajo de gabinete 

 

Análisis gráfico de datos. Una vez obtenidos los porcentajes de hibridación de cada 

sonda por medio de los conteos en el microscopio, se procedió a realizar graficas 

de barras de la densidad contra los tratamientos por grupo para comparar la 

proporción de individuos presentes por cada tratamiento. 

Cálculo de contenido de carbono. A través del procesamiento de imágenes con el 

programa “Imagen J” se obtuvieron las dimensiones de cada célula con las cuales, 

por medio de las ecuaciones de Loferer-Krößbacher et al. (1998) para el PPH. 

Análisis estadístico. Con las densidades poblacionales de cada grupo se procedió 

a realizar el análisis exploratorio de datos en los paquete estadístico 

STATGRAPHICS Centurion XV (v15.2.06, 2005), comprobando su normalidad con 

la curva de probabilidad y la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y la homocedasticidad 

de acuerdo con la prueba de Levene, tras rechazar la distribución normal de los 

datos se procedió a utilizar la prueba de Kruskal-Wallis (H) para corroborar si 

existían diferencias estadísticamente significativas entre los distintos tratamientos y 

la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon para buscar entre cuales de estos las hubo 

(Marques, 1990). 

RESULTADOS 

Para el mes de agosto la zona eufótica se encontró a los 10.00 metros dentro de la columna 

de agua, lugar en donde se ubicó el experimento.  Este mes corresponde con la 

estratificación bien establecida, donde la termoclina se registró desde los 10.00 hasta los 

16.00 metros. A partir de los 20.00 metros la cantidad de oxígeno disuelto fue menor a 1 
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mg O2 L-1 por lo que se consideró una condición microaerobia a partir de esta profundidad 

(Figura 4). 

Dentro de la zona eufótica, tanto la temperatura como la concentración de O2 se 

mantuvieron constantes alrededor de 20.4°C y 7 mg O2 L-1, comenzando a descender a 

partir de los 10 metros hasta sus valores más bajos de 16.1 °C y 0.15 mg O2 L-1 

respectivamente.  

 

Figura 4: Perfil de temperatura y oxígeno disuelto para el mes de agosto de 2016 en el lago Atexcac. 
En donde se marca a la zona eufótica con un recuadro verde y a la termoclina con líneas rojas 
horizontales. 
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Picoplancton Heterotrófico  

La densidad promedio de picoplancton heterotrófico registrada al inicio del 

experimento fue de 3.57 X 106 cél. mL-1. Valor correspondiente al metalimnion, de 

donde fueron tomadas las muestras. 

Comparación por tiempos. 

Tanto al inicio del experimento (tiempo inicial o T0) como al finalizar la incubación 

de 24 horas (tiempo final, Tf) existieron diferencias estadísticamente significativas 

entre los distintos tratamientos H= 55.0, p<0.01 y H= 22.8, p<0.01 respectivamente 

para cada tiempo del experimento. 

Al comparar los tratamientos del T0 entre si se encontró que todas las botellas 

presentaron diferencias. La única excepción fue al contrastar la incubación del 

microzooplancton contra la de nanoflagelados en donde la prueba de Mann-

Whitney-Wilcoxon demostró que no existieron diferencias estadísticamente 

significativas. 

Asimismo, para el T0, el tratamiento con copépodos presentó diferencias al 

contrastarlo contra el de microzooplancton y de los nanoflagelados W= -1857.0, 

p<0.01 y W= -2247.0, p<0.01, respectivamente. Y como se muestra también en el 

análisis de cajas múltiples con muesca (Figura 5). 
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Figura 5: Cajas múltiples con muesca de la densidad bacteriana en el tiempo inicial del experimento (T0).   
Macrozoo = tratamiento con macrozooplancton. Microzoo = tratamiento con microzooplancton. Nanozoo 
= tratamiento con nanozooplancton. 

A pesar todas las diferencias que se tuvieron entre los tratamientos al inicio del 

experimento en las densidades de las bacterias heterotróficas, tras concluir el 

tiempo de incubación las botellas del microzooplancton y macrozooplancton junto 

con el testigo, a pesar de haber registrado variaciones, no demostraron tener 

diferencias estadísticamente significativas entre ninguna de estas (H= 3.01, 

p>0.05). Por otro lado, en la botella con nanoflagelados se reportaron diferencias 

estadísticamente significativas con todos los demás tratamientos (H= 22.80, p<0.01) 

y una tendencia a disminuir la densidad bacteriana dentro de este tratamiento con 

respecto a todos los demás (Figura 6). 
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Figura 6: Cajas múltiples con muesca de la densidad bacteriana en el tiempo final (Tf) del experimento. 

Comparación de T0 a Tf. 

Tras terminar el experimento se procedió a comparar el tiempo inicial de cada 

tratamiento contra su propio Tf, de esta forma se encontró que las incubaciones con 

copépodos y microzooplancton presentaron diferencias estadísticamente 

significativas con W= -1366.5, p<0.01 y W= 877.0, p<0.05, respectivamente. 

Para el tratamiento con aumento en la densidad poblacional del macrozooplancton  

(copépodos) la diferencia encontrada resultó en un decremento en la densidad 

bacteriana (Figura 7), pasando de un valor de densidad promedio inicial de 4.17 X 

106 mL-1 a un valor promedio final de 3.34 X 106 mL-1. Esta población promedio 

inicial (4.17 X 106 mL-1) representó la mayor cantidad de bacterias heterotróficas 

registrada dentro de todo el experimento. 
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Mientras que para la incubación del microzooplancton la diferencia representó un 

incremento en la población bacteriana (Figura 7), empezando con una densidad 

promedio de 3.27 X 106 mL-1 a un valor promedio final de 3.68 X 106 mL-1, por lo 

que este tratamiento terminó con la mayor población de bacterias heterotróficas. 

 

Figura 7: Densidad promedio del picoplancton heterotrófico al principio y al final del experimento, con 
barras de desviación estándar, en donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del 
experimento (Tf) para cada tratamiento. CONROL: Incubación testigo; MACROZOO: Tratamiento con 
macrozooplancton (copépodos); MICROZOO: Tratamiento con microzooplancton; NANOZOO: 
Tratamiento con nanoflagelados. 

Carbón orgánico por célula. 

Comparación por tiempos. 

Por otro lado, al comparar la concentración de carbón orgánico por célula al inicio 
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célula-1), se demostró que no existieron diferencias estadísticamente significativas 

para este parámetro entre los distintos tratamientos y el testigo (H= 7.47, p>0.05) 

(Figura 8). 

 

Figura 8: Cajas múltiples con muesca del contenido de carbono orgánico por célula del picoplancton 
heterotrófico en el tiempo inicial (T0) del experimento. 

De la misma manera al finalizar la incubación de 24 horas con la prueba estadística 

de Kruskal-Wallis no se encontró diferencias estadísticamente significativas entre 

los tratamientos en T0 (H= 4.83, p>0.05) (Figura 9). 

Comparación de T0 a Tf. 

Sin embargo, al contrastar cada tratamiento contra su propio T0 se obtuvieron 

diferencias significativas para 2 de los 4 tratamientos. Tanto para la botella testigo 

como para la del microzooplancton la variación en la cantidad de carbono presente 

en cada bacteria desde T0 a Tf no representó un cambio significativo. 
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Figura 9: Cajas múltiples con muesca del contenido de carbono orgánico por célula del picoplancton 
heterotrófico en el tiempo final (Tf) del experimento. 

Pero para el tratamiento con copépodos se registró una disminución en la cantidad 

de C por célula que fue estadísticamente significativa (W= -1630.5, p<0.05) y para 

la botella con nanoflagelados la diferencia (W= -2058.0, p<0.05) también presentó 

un decremento en este parámetro, que dicho de otra forma representa un cambio 

en el tamaño celular pasando a ser bacterias más pequeñas (Figura 10).  
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Figura 10: Promedio de contenido de carbono orgánico por célula del picoplancton heterotrófico, con 
barras de desviación estándar, en donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del 
experimento (Tf) para cada tratamiento. 
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cumplida se optó por utilizar pruebas no paramétricas (Kruskal Wallis y Mann-

Whitney-Wilcoxon).  

 

Figura 11: Fotografías de picoplancton autotrófico en donde se pueden observar células individuales 
(flechas amarillas) y colonias (flechas azules) vistas con filtro CY3; A. Fotografía tomada de la botella 
testigo al finalizar el experimento; B. Fotografía tomada del tratamiento con nanoflagelados; C. 
Fotografía tomada del tratamiento con macrozooplancton tras finalizar la incubación; D. Fotografía 
tomada del tratamiento con microzooplancton. 

La densidad promedio de picoplancton autotrófico registrada al inicio del 

experimento fue de 1.23 X 106 cél. mL-1. Valor correspondiente al metalimnion, de 

donde fueron tomadas las muestras. 
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PPA individual 

Comparación por tiempos. 

La densidad del picoplancton autotrófico en forma individual durante su T0 presentó 

diferencias entre los tratamientos (H= 73.28, p<0.01) generando dos grupos 

separando: 1) el primero fue de la botella con copépodos junto con el control entre 

los que no se encontraron cambios significativos, 2) mientras que el segundo grupo 

de la incubación con el microzooplancton y el tratamiento de nanoflagelados que 

tampoco mostraros deferencias significativas; pero al contrastar estos dos grupos 

se observó que los valores de uno diferían con respecto al otro, resultando en que 

la población del primer grupo fuese mayor a la del segundo grupo (Figura 12). 

 

Figura 12: Cajas múltiples con muesca de la densidad de picoplancton autotrófico de forma individual 
en el tiempo inicial del experimento (T0) en donde se puede observar los dos grupos que se forman en 
cuanto a sus similitudes en densidad. 

 

CAJAS CON BIGOTES - DENSIDAD DE APP IND.

D
e

n
s

id
a

d
 (

P
P

A
 m

L
-1

)

TRATAMIENTOS

CONTROL MACROZOO MICROZOO NANOZOO

0

1

2

3

4
(X 1.E6)



46 
 

Sin embargo, al finalizar el experimento estos dos grupos no se mantuvieron y se 

comenzaron a presentar diferencias entre las incubaciones (H= 67.30, p<0.01). 

La botella testigo presentó diferencias con respecto a todos los demás tratamientos, 

la cual registró la mayor densidad de PPA a comparación de las demás 

incubaciones en su Tf. Mientras que el tratamiento con microzooplancton presentó 

la menor cantidad de PPA, dando como resultado diferencias con las incubaciones 

de copépodos (W= -890.5, p<0.01), nanozooplancton (W= 1610.5, p<0.01= y el 

control (W= -890.5, p<0.01) (Figura 13). 

 

Figura 13: Cajas múltiples con muesca de la densidad de picoplancton autotrófico de forma individual en el tiempo final 
del experimento (Tf). 
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Comparación de T0 a Tf. 

La única botella que no presentó diferencias después de comparar el T0 contra su 

propio Tf fue el testigo (W= 318.0, p>0.05), mientras que en los demás tratamientos 

las densidades de PPA iniciales demostraron no ser iguales a las contabilizadas 

tras finalizar el experimento. 

Para la incubación con macrozooplancton se registró un decremento 

estadísticamente significativo en su densidad de PPA (W= -1617.0, p<0.01), la cual 

empezó con un valor promedio de 1.15 X 106 mL-1 y finalizó con un valor promedio 

de 0.70 X 106 mL-1 (Figura 14). 

En la botella con microzooplancton la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon demostró 

que existieron diferencias estadísticamente significativas del inicio a la densidad 

final de PPA individual (W= 1080.5, p<0.01) y a partir del análisis de cajas se 

observó que este tratamiento registró la menor cantidad de PPA individual al 

terminar la incubación (Figura 13). 

Finalmente, en la incubación con nanoflagelados la variación en su densidad de 

PPA dio como resultado una diferencia estadística (W= 686.5, p<0.05) y un 

decremento en este mismo parámetro tras finalizar el experimento (Figura 13). 
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Figura 14: Densidad promedio del picoplancton autotrófico individual, con barras de desviación 
estándar, en donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada 
tratamiento. 

Colonias de PPA 

Comparación por tiempos. 

Para el T0 se encontraron que las diferencias estadísticas en la formación de 

colonias (H= 72.88, p<0.01) volvieron a formar el primer grupo anteriormente 

mencionado, grupo de testigo y macrozooplancton entre los cuales no demostraron 

ser diferentes.  

Por otro lado, cada uno de los tratamientos de microzooplancton y nanozooplancton 

registraron diferencias estadísticamente significativas en la densidad de colonias 

presentes en cada uno contra todas las demás incubaciones en T0 a partir del 

análisis de cajas múltiples con muescas. 
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En el tiempo final del experimento la formación de colonias de PPA en la botella 

testigo demostró ser estadísticamente diferente a las formadas en los tratamientos 

de macrozooplancton (W= 1606.5, p<0.01) y microzooplancton (W= -1074.0, 

p<0.01). 

Mientras que tanto la incubación con nanoflagelados como la del microzooplancton 

presentaron diferencias estadísticamente significativas contra todas las demás 

botellas, siendo la del microzooplancton en donde se registraron la mayor cantidad 

de colonias de PPA (Figura 15). 

Comparación de T0 a Tf. 

Pero al contrastar el T0 cada tratamiento contra su propio Tf los únicos que 

presentaron variaciones estadísticamente significativas fueron la botella con 

copépodos y la incubación con nanoflagelados. 

Para la incubación con copépodos (W= 1679.0, p<0.01) la diferencia en la cantidad 

de colonias por mL resultó en un incremento por parte de estas al finalizar el 

experimento, pasando de un valor promedio inicial de 3.62 X 104 colonias mL-1 del 

a una densidad media final de 15.94 X 104 colonias mL-1. 

Siendo este tratamiento, junto con el del microzooplancton, quienes reportaron las 

mayores cantidades de colonias promedio en el Tf, 15.94 X 104 colonias mL-1 y 11.45 

X 104 colonias mL-1 respectivamente (Figura 15). 

Por otro lado, tratamiento con nanoflagelados tuvo el comportamiento opuesto, de 

disminuir la densidad de colonias de PPA por mililitro, iniciando en un número 



50 
 

promedio de 11.45 X 104 colonias mL-1 y terminando con una media de 7.22 X 104 

colonias mL-1 al final de la incubación, con W= -784.5, p<0.01. 

 

Figura 15: Densidad promedio del picoplancton autotrófico, con barras de desviación estándar, en 
donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Número de células que conforman la colonia. 

Comparación por tiempos. 

Finalmente, en el T0, el número de células que formaban cada colonia siguió el 

mismo comportamiento que la densidad de colonias en donde se volvió a generar 

el mismo grupo sin diferencias significativas entre el testigo y la botella con 

macrozooplancton, mismos tratamientos que presentaron los valores más bajos 

para este parámetro, lo cual se traduce en que las colonias para estas incubaciones 

tuvieron en promedio de 2 a 3 células por colonia. 
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De la misma forma que pasó con el grupo anterior (colonias de PPA), las 

incubaciones de microzooplancton y nanoflagelados difirieron con respecto a todas 

las demás al inicio del experimento, siendo la del microzooplancton en donde se 

presentaron las colonias de PPA más grandes (de 11 a 12 células por colonia) 

(Figura 14). 

A partir de las diferencias obtenidas al finalizar el experimento (Tf) se pudieron 

agrupar los tratamientos en dos nuevos conjuntos entre los que existieron 

variaciones significativas: 1) el primero está conformado por el testigo y la 

incubación con nanoflagelados entre los cuales no se encontraron diferencias, 2) 

mientras que en el segundo se juntaron a las botellas con microzooplancton y con 

copépodos, entre los cuales no registraron diferencias. 

Al término del experimento la incubación con microzooplancton se mantuvo con las 

colonias más grandes entre los distintos tratamientos, con un promedio de 15 a 16 

células por colonia. Sin embargo, se puede observar (Figura 16) que en la botella 

con los copépodos se dio un aumento en este parámetro (de 12 a 13 células por 

colonia), que se interpreta como un incremento en el tamaño de las colonias. 

Comparación de T0 a Tf. 

Desde el principio hasta finalizar el experimento la botella testigo no presento 

diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la cantidad de células que 

conforman las colonias (W= 4463.5, p>0.05), caso contrario para los demás 

tratamientos. 
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Al inicio del experimento la incubación con copépodos contaba con un promedio de 

2 - 3 células por colonia, y al finalizar la incubación estas pasaron a estar 

conformadas de 12 – 13 células (W= 1761.5, p<0.01), lo cual refleja que para este 

tratamiento el PPA aumento tanto el numero como el tamaño de sus agregados 

(Figura 16). 

Por otro lado, la botella con microzooplancton, que inicio con un promedio de 11 a 

12 células por colonia, presento un incremento para este parámetro finalizando con 

una media de 15 a 16 células por agregado (Figura 16). Este aumento a pesar de 

no ser tan grande como el observado en la incubación de macrozooplancton resulto 

ser estadísticamente diferente (W= 386.5, p<0.05). 

Finalmente, para el tratamiento con nanoflagelados la variación con W= 782.0, 

p<0.01, al contrario de las demás incubaciones, resulto en una disminución por 

parte del PPA por colonia, pasando de un promedio de 4 a 5 células por agregado 

a una media de 3 a 4 células (Figura 16). 

Nanoflagelados heterotróficos 

La densidad promedio de nanoflagelados registrada al inicio del experimento fue de 

9.19 X 101 cél. mL-1 correspondiente al metalimnion, de donde fueron tomadas las 

muestras. 

 



53 
 

 

Figura 16: Promedio de células que conforman cada colonia del picoplancton autotrófico, en donde se 
muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Comparación por tiempos. 

Al inicio del experimento la densidad poblacional de los NFH no presentó diferencias 

estadísticamente significativas entre las incubaciones, con excepción de la botella 

con nanoflagelados (H= 13.40, p<0.01) en donde se tuvo la mayor cantidad de estos 

organismos con una densidad promedio de 236 NFH mL-1, como se tenía previsto 

para este tratamiento (ver Tratamiento 3 en Material y método). 

Tras finalizar el experimento (Tf) el tratamiento con nanozooplancton mantuvo la 

máxima densidad de NFH, con un promedio de 190 NFH mL-1, y continuó 

presentando diferencias significativas de todos los tratamientos W= 22,43, p<0.01. 
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significativa W= -543.0, p<0.01, observando una población menor de NFH en la 

incubación de copépodos (Figura 18). 

 

Figura 17: Fotografías de nanoflagelados heterotróficos teñidos con DAPI (flechas amarillas) vistos con 
luz ultravioleta; A. fotografía tomada de la botella testigo en T0 en donde se puede observar al NFH unido 
a células de PPA que brillan en autofluorescencia anaranjada B. Fotografía tomada de la incubación con 
copépodos en T0; C. Fotografía tomada del tratamiento con microzooplancton en Tf; D. Fotografía 
tomada de la botella con nanozooplancton en T0. 

Comparación de T0 a Tf. 

En el tratamiento con copépodos el número de nanoflagelados inicio el experimento con 

una densidad promedio de 72 NFH mL-1 y al terminar la incubación pasó a tener un 

promedio de 13 NFH mL-1 (Figura 18), esta variación fue lo suficientemente grande para 

demostrar que la cantidad final de nanoflagelados fue estadísticamente diferente a la inicial 

W= -361.0, p<0.05. 
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Figura 18: Densidad promedio de los nanoflagelados heterotrófico, en donde se muestra el tiempo inicial 
(T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Durante los conteos en el microscopio de epifluorescencia se observó que los 

nanoflagelados se ubicaban comúnmente próximos a células del picoplancton 

autotrófico, además de encontrar células el mismo PPA ocasionalmente dentro del 

cuerpo de estos NFH (Figura 19). 
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Figura 19: Fotografías tomadas de la misma vista de un nanoflagelado teñido con DAPI (flechas 
amarillas) donde se pueden observar células de PPA dentro del cuerpo de este protozoario (flechas 
rojas); A. Vista con luz ultra violeta; B. Vista con filtro compuesto. 

CARD-FISH 

Al inicio del experimento (T0) los porcentajes más altos de hibridación registrados 

para los distintos tratamientos pertenecieron a las sondas correspondientes al 

Phyllum Actinobacteria (HGC 69a), con el 5.7%; la clase Betaproteobacteria (BET 

42a+C), con el 3.7%; y el Phyllum Planctomycete (PLA 886), con el 3.3%. Y al 

término de la incubación estos mismos grupos se mantuvieron como los más 

representativos con 12.7%, 8.2% y 1.9%, respectivamente, junto con las 

Sulfatoreductoras (SRB  385), con 2.8 %; el género Paracoccus (PAR 1437), con 

1.9 %; y el clado LD12 (LD12 121), con 1.1% (Cuadro 2). 
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Cuadro 2: Porcentajes de hibridación máximos y mínimos para cada sonda utilizada en CARD-FISH 
obtenidos al principio (T0) y al final (Tf) del experimento. 

 

Sonda Grupo bacteriano Tiempo inicial  

(T0) 

Tiempo final 

(Tf) 
  Valor 

mínimo  
Valor 
máximo 

Valor 
mínimo  

Valor 
máximo 

ARCH 915 Dominio Archea. 0.5 % 1 % 0.4 % 1.6 % 

EUB I-III La mayoría de las bacterias, Dominio 
Bacteria, Orden Planctomicetales, 
Orden Verrucomicrobiales. 

30.4 % 36.3 % 19.8 % 44.6 % 

BET 
42a+C 

Clase Betaproteobacteria. 2.4 % 3.7 % 1.5 % 12.7 % 

GAM 
42A+C 

Clase Gammaproteobacteria. 0.4 % 0.6 % 0.2 % 0.7 % 

ALF 968 Clase Alphaproteobacteria. 0.2 % 0.2 % < 0.1 % 0.2 % 

LD12 121 Familia SAR11, Genero Candidatus 
LD12. 

0.3 % 1 % < 0.2 % 1.1 % 

SRB  385 La mayoría de los desulfovibrionales y 
otras bacterias. 

0.2 % 0.7 % 0.08 % 2.8 % 

HGC 69a Phyllum Actinobacteria. 3.7 % 5.7 % 1.2 % 8.2 % 

CF3 19a La mayoría de las Flavobacterias, 
algunos Bacteroidetes, algunos 
Sphingobacteria. 

0.1 % 0.2 % < 0.1 % 0.3 % 

PLA 886 Familia Planctomycataceae. 2.3 % 3.3 % 1.5 % 1.9 % 

NON 338 Sonda utilizada como control 
complementario a EUB 338 I-III. 

0.1 % 0.3 % < 0.09 

% 

0.3 % 

PAR 1437 Género Paracoccus. 0.3 % 1.3 % 0.8 % 1.9 % 

CREN 335 Filo Thaumarchaeota 0 % 0 % 0 % 0 % 
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Dominio Archea (ARCH 915) 

Comparación por tiempos. 

Para el dominio Archea no se presentaron diferencias estadísticamente 

significativas para los tratamientos en T0 (H= 4.68, p>0.05), con porcentajes de 

hibridación que fueron desde el 0.49 % hasta el 0.99%, siendo la botella testigo en 

la que se registró el porcentaje más alto, mientras que el tratamiento con 

microzooplancton obtuvo los conteos más bajos (Figura 20). 

Al término del experimento (Tf) el menor porcentaje de hibridación para la sonda 

ARCH915 se encontró en la incubación con nanoflagelados, con un 0.43%; mientras 

que el valor más alto lo tuvo la botella con macrozooplancton, con un 1.62%, sin 

embargo, esta variación no resultó ser significativa, H= 2.44, p>0.05. 

Comparación de T0 a Tf. 

A pesar de que la prueba estadística de Mann-Whitney-Wilcoxon demostró que no 

existieron diferencias estadísticamente significativas de un inicio al final de cada 

tratamiento, al observar las medias de los porcentajes de hibridación se puede 

distinguir cierto cambio. 

Para la botella con copépodos la media refleja un aumento de 0.64% a 1.62%; en 

la incubación con microzooplancton el incremento va de 0.49% a 0.83%; mientras 

que en el tratamiento con nanoflagelados se percibe una disminución de 0.77% a 

0.43% (Figura 20). 
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Figura 20: Promedio de porcentaje de hibridación para el dominio Archea (ARCH 915), en donde se 
muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Dominio Bacteria (EUB I-III)  

Comparación por tiempos. 

Desde el inicio del experimento (T0) se encontró que el porcentaje de hibridación 

para el dominio Bacteria presentó diferencias estadísticamente significativas entre 

los distintos tratamientos (H= 26.64, p<0.01). 

La botella control presentó variaciones con respecto a todas las demás; para las 

incubaciones con copépodos y microzooplancton, W= -176.0, p<0.01 y    W= -150.5, 

p<0.05, respectivamente, el porcentaje de hibridación para EUB I-III fue mayor en 

el testigo; mientras que en el tratamiento con nanoflagelados (W= 195.0, p<0.01) el 

número de células hibridadas fue mayor en este último. 
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Por otro lado, la incubación con nanozooplancton registró los valores más altos para 

el porcentaje de hibridación por lo que presentó diferencias con la botella testigo 

(W= 195.0, p<0.01); el tratamiento con microzooplancton (W= 287.5, p<0.01); y el 

de los nanoflagelados (W= 265.5, p<0.01) (Figura 21). 

 

Figura 21: Cajas múltiples con muesca de porcentaje de hibridación al inicio del experimento (T0) para 
el dominio Bacteria (EUB I-III). 

Para el Tf la incubación con copépodos demostró variaciones estadísticamente 

significativas con respecto a la botella control (W= -310.0, p<0.01); el tratamiento 

con microzooplancton (W= 406.5, p<0.01); y el del nanozooplancton (W= 425.0, 

p<0.01), presentando siempre los valores más bajos de hibridación para esa sonda 

(EUB I-III) (Figura 22). 

Mientras que las diferencias encontradas en T0 entre la botella control y los 

tratamientos de nanoflagelados y microzooplancton, al igual que las variaciones 

entre este último y la incubación de nanozooplancton, desaparecieron al final del 

experimento, llegando a ser estadísticamente equiparables entre estos. 
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Figura 22: Cajas múltiples con muesca del porcentaje de hibridación al finalizar del experimento (Tf) para 
el dominio Bacteria (EUB I-III). 

Comparación de T0 a Tf. 

Tanto el tratamiento con nanoflagelados como la botella control no registraron 

cambios significativos en el porcentaje de hibridación, por lo que no demostraron 

ser estadísticamente diferentes de su T0 a su Tf. Caso contrario para las 

incubaciones con microzooplancton y copépodos. 

En la botella con copépodos se registró una disminución en el porcentaje de 

hibridación que fue de un promedio inicial del 36.30% a un 19.80% al finalizar el 

experimento, con una W= -349.0, p<0.01. 

Mientras que el tratamiento con microzooplancton tuvo el comportamiento inverso, 

pasando de un porcentaje medio de hibridación inicial del 30.40% a uno final de 

44.6% (W= 165.5, p<0.05) (Figura 23). 
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Figura 23: Promedio de porcentaje de hibridación para el dominio Bacteria (EUB I-III), en donde se 
muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Clase Betaproteobacteria (BET 42a+C) 

La clase Betaproteobacteria, marcada con la sonda BET 42a+C, resulto ser la sonda 

más representativa para el lago Atexcac tanto al inicio, con un porcentaje de 

hibridación promedio de 3.7%, como al final del experimento, con el 12.7%. 

Comparación por tiempos. 

Al empezar el experimento los porcentajes de hibridación para BET 42a+C 

presentaron diferencias estadísticamente significativas (H= 11.46, p<0.01) entre los 

distintos tratamientos.  
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Figura 24: Cajas múltiples con muesca del porcentaje de hibridación al inicio del experimento (T0) para 
la clase Betaproteobacteria (BET 42a+C). 

La incubación con microzooplancton tuvo diferencias al contrastarla con el testigo              

(W= -130.0, p<0.05) y con el nanozooplancton (W= 190.5, p<0.01). Mientras que la 

botella con nanoflagelados también obtuvo variaciones con respecto al tratamiento 

con copépodos. Cabe mencionar que la botella con NFH presentó una cantidad 

mayor de porcentajes altos de hibridación en T0 (Figura 24). 

Tras finalizar el tiempo de incubación el tratamiento con copépodos obtuvo 

diferencias al contrastarlo con todos los demás (H= 33.85, p<0.01), resultado de 

una baja en el porcentaje de hibridación (Figura 25). Mientras que en la incubación 

con microzooplancton la cantidad de células hibridadas fue la mayor, lo cual causó 

que al compararla con la botella con nanoflagelados presentaran variaciones 

significativas (W= -206.0, p<0.01). 
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Figura 25: Cajas múltiples con muesca del porcentaje de hibridación al finalizar del experimento (Tf) para 
la clase Betaproteobacteria (BET 42a+C). 

Comparación de T0 a Tf. 

Al igual que en la sonda anterior (EUB I-III), la clase Betaproteobacteria no presentó 

diferencias entre el porcentaje de hibridación inicial y final para las botellas testigo 

y con nanoflagelados, pero si para las incubaciones con copépodos y 

microzooplancton. 

El tratamiento con microzooplancton inicio con porcentaje de hibridación promedio 

de 2.43% y finalizó con una media de 12.7% (W= 268.0, p<0.01), terminando con el 

mayor número de células hibridadas para esta clase (Figura 26). 

Por otro lado, en la botella con copépodos la hibridación pasó de un 3.67% promedio 

inicial a 1.53% final, siendo esta incubación la que presentó el porcentaje de 

hibridación más bajo en el Tf. 
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Figura 26: Promedio de porcentaje de hibridación para la clase Betaproteobacteria (BET 42a+C), en 
donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Clase Gammaproteobacteria (GAM 42a+C) 

Comparación por tiempos. 

La clase Gammaproteobacteria inicio el experimento con valores de hibridación 

promedio que iban de 0.43% a 0.58%, sin que estas variaciones resultaran 

estadísticamente significativas H= 1.76, p>0.05. 

En T0 los porcentajes se mantuvieron sin presentar diferencias significativas, con 

H= 3.45, p>0.05. En la botella con macrozooplancton de 0.21%, siendo el más bajo 

para este tiempo, y la testigo con el valor más alto, de 0.7% (Figura 27). 
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Comparación de T0 a Tf. 

A pesar de que ninguna botella registro variaciones significativas en la cantidad de 

células hibridadas al inicio y final del experimento, en la incubación con 

macrozooplancton de puede observar que el promedio presenta una disminución 

que va de 0.49% a 0.21% (Figura 27), comportamiento similar a la sonda general 

de EUB I-III. 

 

Figura 27: Promedio de porcentaje de hibridación para la clase Gammaproteobacteria (GAM 42a+C), en 
donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Clase Alphaproteobacteria (ALF 968) 

Comparación por tiempos. 

Dentro de las sondas utilizadas en CARD-FISH pertenecientes al Phyllum 

Proteobacteria, la clase Alphaproteobacteria presentó los porcentajes de hibridación 
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más bajos para para el lago Atexcac. Presentando valores promedio que rondaban 

el 0.2% para todos los tratamientos en T0, con H= 2.02, p>0.05. 

Por otro lado, en Tf los porcentajes de hibridación variaron desde 0% (botella con 

macrozooplancton) hasta 0.19% (control). Sin embargo, estas variaciones no 

representaron una diferencia estadísticamente significativa (H= 1.01, p>0.05). 

Comparación de T0 a Tf. 

A pesar de que no se tuvieron diferencias significativas para ningún tratamiento 

desde su T0 hasta su Tf, en la botella con copépodos no se detectaron células 

hibridadas para la sonda ALF 968 tras finalizar el experimento (Figura 28). 

 

Figura 28: Promedio de porcentaje de hibridación para la clase Alphaproteobacteria (ALF 968), en donde 
se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 
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Clado LD12 (LD12 121) 

Comparación por tiempos. 

Al comenzar el experimento el clado LD12 no presentó diferencias estadísticamente 

significativas entre las 4 incubaciones (H= 2.17, p>0.05), con valores promedio 

desde 1.11% (control) hasta 0.28% (botella con nanoflagelados). 

Por otro lado, al término de la incubación el tratamiento con microzooplancton 

presentó diferencias estadísticamente significativas con respecto a la botella control 

(W= -150.0, p<0.01), con macrozooplancton (W= -90.0, p<0.05) y con 

nanoflagelados (W= 60.0, p<0.05). 

Comparación de T0 a Tf. 

El tratamiento con microzooplancton fue el único en presentar diferencias 

significativas al finalizar el experimento (W= -75.0, p<0.05). Esto como 

consecuencia de la diminución en el porcentaje de hibridación, de 0.5% inicial a 

0.0% final (Figura 29). 
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Figura 29: Promedio de porcentaje de hibridación para el clado LD12 (LD12 121), en donde se muestra 
el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Género Paracoccus (PAR 1457) 

Comparación por tiempos. 

Tanto al inicio como al final del experimento la son PAR 1457 especifica al género 

Paracoccus no presentó diferencias estadísticamente significativas, H= 5.86, 

p>0.05 y H= 1.52, p>0.05, respectivamente. 

Comparación de T0 a Tf. 

Al igual que el contraste entre tratamientos (Kruskal-Wallis), al comparar cada 

incubación de T0 a Tf (Mann-Whitney-Wilcoxon) solo se hallaron variaciones que no 

representaron una diferencia significativa (Figura 30). 
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Figura 30: Promedio de porcentaje de hibridación para género Paracoccus (PAR 1457), en donde se 
muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Phyllum Bacteroidetes (CF3 19a) 

Para el Phyllum Bacteroidetes se reportó el menor porcentaje de hibridación en el 

lago Atexcac, obteniendo un valor promedio máximo de 0.24%. 

Comparación por tiempos. 

Tanto en el tiempo inicial como para el final no se presentaron diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos con H= 0.69, p>0.05 y H= 

5.31, p>0.05, respectivamente. 

Comparación de T0 a Tf. 

Dentro de este apartado tampoco se tuvieron diferencias en ninguna incubación. 

Sin embargo, al observar el porcentaje de hibridación promedio para cada 
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tratamiento se perciben cambios: el testigo pasó de tener un porcentaje promedio 

inicial de 0.18% a un 0.34% final; la incubación con microzooplancton registró una 

media inicial de 0.24% y terminó con 0.10%; mientras que la botella con 

nanoflagelados finalizó con un porcentaje de hibridación de 0.0% (Figura 31). 

 

Figura 31: Promedio de porcentaje de hibridación para el Phyllum Bacteroidetes (CF3 19a), en donde se 
muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Phyllum Planctomycetes (PLA 886) 

Comparación por tiempos. 

Al empezar el experimento (T0) el porcentaje de hibridación promedio para la sonda 

PLA886 presentó algunas variaciones, siendo 3.31% el más alto 

(macrozooplancton) y 2.29% el menor (nanozooplancton) (Figura 32). No obstante, 

estas variaciones no significaron alguna diferencia estadística H= 1.99, p>0.05. 
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Por otro lado, las hibridaciones para cada incubación en Tf resultaron ser similares 

(Figura 32) por lo que no se encontraron diferencias estadísticas H= 4.95, p>0.05. 

Todos los tratamientos presentaron la misma tendencia disminuir su porcentaje de 

hibridación tras finalizar la incubación  

 

Figura 32: Promedio de porcentaje de hibridación para el Phyllum Planctomycetes (PLA 886), en donde 
se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Sulfatoreductoras (SRB 385) 

Comparación por tiempos. 

Los porcentajes de hibridación para el grupo de las bacterias sulfatoreductoras 

empezaron el experimento sin presentar diferencias estadísticas (H= 4.48, p>0.05). 

Siendo el tratamiento con copépodos quien obtuvo el menor promedio de células 

hibridadas (0.24%); y la botella testigo el de mayor media (0.70%) (Figura 33). 
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Pero al término del experimento el tratamiento con microzooplancton presentó 

diferencias estadísticas con el testigo (W= -213.5, p<0.01), la incubación con 

copépodos (W= -75.0, p<0.05) y la botella con nanozooplancton (W= 105.0, p<0.01). 

Mientras que la botella control contrastó con el tratamiento de macrozooplancton 

(W= -156.0, p<0.01) y la incubación de nanoflagelados (W= -133.0, p<0.05). 

Comparación de T0 a Tf. 

La incubación con microzooplancton demostró ser estadísticamente diferente de 

principio a fin en el experimento (W= -75.5, p<0.05), la cual presentó un decremento 

en la hibridación de células, empezando con un promedio de 0.63% y finalizó con 

una media de 0.07% (Figura 33). 

Mientras que en el control los porcentajes de hibridación tras concluir la incubación 

fueron mayores que en un inicio, iniciando con un promedio de 0.70% y terminando 

con una media de 1.58%, con W= 585.5, p<0.05 (Figura 33). 

Al contrario del microzooplancton y el control, los demás tratamientos sufrieron un 

incremento en su porcentaje de hibridación promedio: macrozooplancton de 0.24% 

a 0.79%; y nanozooplancton de 0.27% a 0.51%. no obstante, estas variaciones no 

representaron alguna diferencia estadística (Figura 33). 
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Figura 33: Promedio de porcentaje de hibridación para el grupo de bacterias sulfatoreductoras (SRB 
385), en donde se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada 
tratamiento. 

Phyllum Actinobacteria (HGC 69a) 

Comparación por tiempos. 

Los porcentajes de hibridación para el Phyllum Actinobacteria empezaron el 

experimento con variación significativas entre los distintos tratamientos (H= 29.20, 

p<0.01), con valores promedio que fueron desde 3.71% hasta 5.69% (Figura 36). 

En T0 la botella con copépodos presentó valores menores con respecto al testigo 

(W= -237.0, p<0.01) y al tratamiento con microzooplancton (W= 168.5 p<0.01). 

mientras que la incubación con nanoflagelados obtuvo diferencias con el control 

(W= -298.0, p<0.01) y el microzooplancton (W= -233.0, p<0.01) (Figura 34). 
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Figura 34: Cajas múltiples con muesca del porcentaje de hibridación al inicio del experimento (T0) para 
el Phyllum Actinobacteria (HGC 69a). 

Al concluir el experimento (Tf) aún se presentaron diferencias (H= 39.34, p<0.01). 

El porcentaje de hibridación para la botella con nanoflagelados ya no las presentó 

con el testigo, pero si con las incubaciones con copépodos (W= -268.0, p<0.01) y 

con microzooplancton (W= 153.0, p<0.05). Mientras que este último tratamiento 

mantuvo variaciones estadísticamente significativas con la botella de 

macrozooplancton (W= -349.5, p<0.01) (Figura 35). 

Tras finalizar el experimento el tratamiento con copépodos registró el mayor 

porcentaje hibridación de las 4 incubaciones, con un promedio de 8.16% (Figura 

35). 

Comparación de T0 a Tf. 

Las variaciones que ocurrieron de un principio al final de cada incubación resultaron 

ser estadísticamente diferentes para todos los tratamientos. 

 

CAJAS CON BIGOTES - % HIBRIDACIÓN HGC 69a T0

%
 H

IB
R

ID
A

C
IÓ

N

TRATAMIENTOS

CONTROL MACROZOO MICROZOO NANOZOO

0

5

10

15

20

25

30



76 
 

 

Figura 35: Cajas múltiples con muesca del porcentaje de hibridación al finalizar del experimento (Tf) para 
el Phyllum Actinobacteria (HGC 69a). 

El testigo exhibió un descenso en el porcentaje de hibridación que se ve reflejado 

en el promedio de hibridación que pasó de 5.69% inicial a 4.74% final, derivando en 

una diferencia estadísticamente significativa (W= -242.5, p<0.01). 

Para el caso de la botella con copépodos los valores de hibridación presentaron un 

aumento al término del experimento (W= 288.5, p<0.01), apreciado en el porcentaje 

medio de hibridación que comenzó con 4.46% y terminó con un promedio de 8.16% 

(Figura 36). 

En la botella con microzooplancton se observó el cambio más notorio, con una baja 

en el porcentaje de hibridación (W= -243.0, p<0.01) expresado en el promedio de 

este que inicio con 5.50% y termino con 1.14% (Figura 36). 

Finalmente, para la incubación con nanoflagelados, al igual que el testigo y el 

tratamiento con microzooplancton, el cambio en la hibridación registrada resultó en 

una disminución, pasando de un promedio inicial de 3.71% a 2.00% (Figura 36). 
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Figura 36: Promedio de porcentaje de hibridación para el Phyllum Actinobacteria (HGC 69a), en donde 
se muestra el tiempo inicial (T0) y el tiempo final del experimento (Tf) para cada tratamiento. 

Phyllum Thaumarchaeota (CREN 335) 

Para el lago Atexcac no se reportó la presencia del Phyllum Thaumarchaeota para ninguna 

de las distintas incubaciones y tiempos. 

DISCUSIÓN 

PPH 

La densidad promedio de picoplancton heterotrófico registrada al inicio del 

experimento de 3.57 X 106 cél. mL-1 concuerda con lo reportado por Arellano & 

González (2011) y Vizuet (2015), mientras que resultó mayor que lo citado en años 

anteriores (Macek et al., 1994; Laguna & Matínez, 2015; Arellano et al., 2017) 
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La disminución presentada en el T0 para los tratamientos con microzooplancton y 

nanoflagelados (Figura 5) puede ser resultado de las filtraciones realizadas para la 

separación de los distintos depredadores (por 63 μm y 8 μm) y responde de manera 

similar al efecto reportado por Grossart et al. (2008) en el que registra una baja en 

la densidad del picoplancton heterotrófico después de filtrar por membranas de 5 

µm. Mientras que el aumento del PPH en la incubación con copépodos se le atribuye 

a que en este tratamiento no se utilizó ninguna filtración dejando pasar a todo el 

bacterioplancton presente. 

No obstante, tras concluir la incubación estas diferencias desaparecieron dejando a 

los tratamientos con macrozooplancton, microzooplancton y testigo con una 

densidad bacteriana muy similar entre ellos, así como sucede en algunos estudios 

de laboratorio en los que pasadas 24 horas la población de bacterias heterotróficas 

llega a una asíntota (Langenheder & Jürgens, 2001). 

Por otro lado, el hecho de que la incubación con nanoflagelados presentó los valores 

de densidad del bacterioplancton más bajos indica que este grupo de protozoarios 

ejerció una presión de selección sobre el PPH mayor que los demás depredadores 

usados en el experimento (copépodos y microzooplancton), alimentándose de las 

bacterias heterotróficas, cumpliendo así su papel como principal depredador de la 

biomasa bacteriana (Porter K. , 1988; Berninger et al., 1991; Riemann et al., 1995; 

Šimek et al., 1995; Kalff, 2002). 

Originalmente se había postulado que al incrementar la densidad del 

microzooplancton, estos se comerían a los nanoflagelados y por este motivo el 

Veronica
Texto escrito a máquina
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picoplancton heterotrófico aumentaría, este efecto final (incremento de PPH) se 

pudo observar en la incubación (W= 877.0, p<0.05) (Figura 6). Sin embargo, la 

sucesión de hechos propuesta no pudo ser confirmada ya que la cantidad de 

nanoflagelados heterotróficos no se vio estadísticamente afectada (W= 4373.0, 

p>0.05), por lo que el crecimiento en la densidad de PPH se podría entender como 

un crecimiento poblacional natural por parte de este grupo hasta llegar a una 

cantidad continua de bacterias por mL (Langenheder & Jürgens, 2001). 

En cuanto al seguimiento en la botella con copépodos añadidos el resultado al 

concluir el experimento reflejó un decremento en la cantidad de bacterias 

heterotróficas presentes en la muestra y de la misma forma que con el tratamiento 

anterior se cumple el efecto final de la hipótesis planteada, en donde se postuló que 

el macrozooplancton se comería al microzooplancton por lo que los nanoflagelados 

consumirían al PPH provocando decrementos en la densidad bacteriana, el 

bacterioplancton si disminuyó (Figura 7) pero no por efecto de los nanoflagelados 

ya que estos en lugar de aumentar presentaron una densidad menor al término del 

experimento (Figura 18). 

Este decaimiento en la densidad de PPH en la botella de macrozooplancton se 

puede explicar a partir de la disminución de picoplancton autotrófico para esta 

misma incubación (Figura 14) debido a las interacciones de mutualismo que existen 

entre estos dos grupos (Azam & Malfatti, 2007) ya que el fitoplancton, y para este 

caso la fracción más pequeña, aporta el mayor recurso de carbón orgánico disuelto 

para las bacterias heterotróficas (Mague et al., 1980; Karl et al., 1998; Sarmento & 

Gasol, 2012). 
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Contrario a lo que se esperaba en un inicio, la morfología del bacterioplancton no 

cambio a formas filamentosas, como se ha citado en algunos ensayos (Pernthaler 

et al., 1996; Hahn & Höfle, 2001; Langenheder & Jürgens, 2001; Jürgens & Matz, 

2002). Esto podría deberse a que en experimentos de laboratorio (Pernthaler et al, 

1997, 2001; Šimek  et al., 1997; Posch et al., 2001; Salcher et al., 2005) e in situ  

(Jürgens et al., 1999; Langenheder & Jürgens, 2001; Šimek  et al., 2001, 2003; 

Gasol et al., 2002; Grossart et al., 2008) los cambios en la morfologia de este grupo 

de organismos procariontes se encontraron aproximadamente a partir de las 48 

horas de experimentación y los experimentos del presente estudio se llevaron a 

cabo solo hasta las 24 horas. 

No obstante, en las botellas con nanoflagelados y macrozooplancton se dio una 

reducción en el tamaño celular (Figura 9). 

Para el primer caso la contracción en el volumen celular se adjudica como una 

respuesta para evitar la depredación por pastoreo de estos protozoarios sobre el 

picoplancton heterotrófico y así salir del rango de partículas ingeribles de los NFH 

(González et al., 1990; Pernthaler et al., 2005). Esto habla de la plasticidad que 

poseen las bacterias y la rapidez con la que se adaptan ante nuevos estímulos a 

corto plazo, y que se hace más evidentes cuando se manejan periodos 

experimentales que van desde días hasta 1 mes (Šimek  et al., 1997; Posch et al., 

1999; Salcher et al., 2005, 2007; Grossart et al., 2008). 
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PPA 

Callieri et al. (2013) reporta que el picoplancton autotrófico para el lago Atexcac esta 

conformado por picocinaobacterias del género Synechococcus que están 

separadas filogenéticamente de las clasificadas dentro del mismo género como  

halotolerantes de los otros lagos atalasohalinos de la Cuenca Oriental. 

La densidad promedio de picoplancton autotrófico registrada al inicio del 

experimento de 1.23 X 106 cél. mL-1 resultó ser mayor, en un orden de magnitud, 

que lo citado en años anteriores para el mismo lago (Arellano & González, 2011; 

Laguna & Matínez, 2015; Vizuet, 2015; Arellano et al., 2017) 

PPA individual. 

La formación de los dos grupos en el picoplancton autotrófico (Figura 12) puede 

explicarse a partir de las filtraciones utilizadas para separar a los distintos 

depredadores, ya que los tratamientos que registraron la mayor densidad de PPA 

resultaron ser en donde no se realizó filtrado alguno. 

La disminución en la densidad de picoplancton autotrófico para los tratamientos con 

microzooplancton y nanoflagelados se atribuye al filtrado con la malla de 63 µm µm 

el primero y adicionalmente de 8 µm el segundo. Debido, principalmente, a que en 

la primera filtración el agua quedaba retenida en la malla, porque los poros se 

obstruían con los organismos de talla mayor impidiendo el paso de esta y como 

resultado el PPA también resultaba retenido en la misma membrana. Dado que el 

picoplancton heterotrófico es más pequeño que el autotrófico es congruente pensar 
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que el efecto reportado por Grossart et al. (2008) para el bacterioplancton es 

igualmente aplicable para el PPA. 

Mientras que la filtración adicional a través de 3 µm en la botella con 

nanozooplancton no significó ninguna diferencia al efecto con la de 63 µm, al igual 

que lo observa Grossart et al. (2008) para membranas de 5 µm y 0.8 µm. 

A pesar de estas diferencias al empezar el experimento, cada incubación presentó 

diferencias al terminar el experimento. 

A pesar de que en las muestras evaluadas en el microscopio se observara el 

consumo aparente del PPA por parte de los nanoflagelados (Figura 19), en el 

tratamiento con estos protozoarios la densidad del picoplancton autotrófico 

individual aumento, en lugar de disminuir como se hubiera esperado. 

Este comportamiento, junto con el hecho de que para este mismo tratamiento la 

densidad del bacterioplancton disminuyó, lleva a confirmar que los NFH se 

alimentan principalmente de PPH como ha sido reportado por diversos autores 

(Porter K. , 1988; Berninger et al., 1991; Riemann et al., 1995; Šimek et al., 1995; 

Kalff, 2002) pero al tener otro recurso alimenticio de mayores tallas, y por 

consiguiente mayor contenido de carbono, como lo es el PPA, también lo pueden 

estar aprovechando (Hagström et al., 1988; Klut & Stockner, 1991; Hahn et al., 2000; 

Crosbie et al., 2003; Hahn et al., 2004; Tarbe et al., 2011) una posible explicación 

para este comportamiento es que, al momento de seleccionar su alimento, estos 

organismos pueden tener preferencia por los individuos de mayores tallas 

(González et al., 1990) aunque habría que considerar su palatabilidad. 
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Para el tratamiento con microzooplancton la densidad de celulas individuales del 

picoplancton autotrófico se vio reducida al término del experimento, este efecto se 

atribuye al consumo del PPA por parte de los ciliados (que se encuentran dentro del 

microzooplancton), ya que estos pueden obtener todos sus requerimientos de 

carbono en una dieta a base exclusivamente de este tipo de picoplancton (Macek 

et al., 1994; Šimek et al., 1996) 

Por otro lado en la incubación con copépodos la cantidad de celulas individuales de 

Synechococcus se vio reducida significativamente lo que lleva a pensar en el 

copépodo Leptodiaptomus cf. sicilis como el responsable de esta disminución. 

Aunque algunos autores mencionan que los copépodos no consumen 

cianobacterias (McNaught et al. 1980) los resultados de este experimento 

contradicen esa afirmación al igual que lo encuentran otros autores (Work & Havens, 

2003). Y puesto que los nanoflagelados también presentaron un decremento en su 

densidad para este tratamiento, este descenso no puede ser atribuido a ellos. 

Colonias de PPA 

Al igual que ocurrió con la densidad de PPA individual, el número de colonias 

presentes se vio afectada por las filtraciones, con la diferencia de que en el 

tratamiento con nanozooplancton esta cantidad se vio reducida por la filtración con 

membrana de 3 µm. 

Al finalizar la incubación, el tratamiento con copépodos terminó con una cantidad 

mayor de colonias que las botellas testigo y con nanoflagelados por lo que se lleva 

a suponer que el copépodo es capaz de consumir estos organismos propiciando la 
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formación de colonias como un mecanismo de defensa (Stockner & Antia, 1986; 

Callieri & Stockner, 2002). Se ha reportado que tanto los copépodos ciclopoideos 

como los calanoideos son eficaces en el pastoreo selectivo de ciliados (Burns & 

Gilbert, 1993; Wiackowski et al., 1994; Wickham, 1995), lo que haría suponer que 

el microzooplancton una vez que ha sido consumido por el macrozooplancton 

calanoide excedente agregado en los experimentos, puede emplear como fuente 

alternativa de alimento a las PPA. 

Este decremento en la población de Synechococcus deja en claro que a pesar de 

que las cianobacterias y las picocianobacterias son conocidas por presentar toxinas 

(Jakubowska & Szeląg-Wasielewska, 2015) estas parecen no afectar a los 

copépodos (Hairston et al., 2001; Aliger et al., 2010, 2016). Lo que indica que, al 

carecer de su fuente predilecta de alimento, el fitoplancton eucarionte, el copépodo 

Leptodiaptomus cf. sicilis, opta por consumir la fuente de alimento más abundante 

en el lago Atexcac, picoplancton autotrófico (López-Vázquez, datos no publicados). 

La subsecuente disminución en la densidad de NFH para este mismo tratamiento 

puede demostrar que el copépodo se adapta a todas las fuentes de alimento que 

tiene disponibles, así como lo reporta Motwani & Gorokhova (2013). 

El hecho de que el número de colonias disminuyera en el tratamiento con 

nanozooplancton confirma que este grupo de protozoarios no se centra en consumir 

al PPA ya que, en general, la membrana celular de Synechococcus es mas gruesa 

que la mayoría de las bacterias Gram negativas (Hoiczyk & Hansel, 2000) y a los 

nanoflagelados les cuesta mas trabajo el poder romper esta mebrana y digerir las 
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celulas de PPA (Callieri et al., 2002) contradiciendo la supuesta “preferencia” de los 

NFH por estos organismos autotróficos (Christoffersen, 1994; Pernthaler et al., 

1996) . 

Número de celulas que conforman la colonia. 

El aumento en este parámetro dentro de la incubación con copépodos indica que, 

además de incrementar la cantidad de colonias, estas se volvieron más grandes. 

Esta formación de colonias, a pesar de servir como mecanismo de defensa contra 

la depredación de nanoflagelados al proporcionar refugio a las células (Redfield, 

2002), al mismo tiempo las vuelve más susceptibles a ser consumidos por 

depredadores de mayores tallas (Pernthaler & Amann, 2005). 

En la incubación con microzooplancton no se vio un aumento en la densidad de 

colonias, sin embargo, el tamaño de estas sí, terminando con un mayor número de 

agregados grandes (Figura 16) como una una respuesta defensiva al pastoreo 

(Jezberová & Komárková, 2007) promovido por del consumo del microzooplancton 

(Šimek et al., 1996). Lo cual convierte al PPA en un importante recurso de carbono 

para protozoarios (Nagata, 1988; Sanders et al., 1989; Weisse et al, 1990; Šimek  

et al., 1995; Pomeroy et al. 2007; Parvathi et al., 2014) ya que constituye más del 

98% de la biomasa y producción fitoplanctónica en aguas oceánicas (Stockner, 

1988; Sorokin et al., 2004). 
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CARD-FISH 

Dominio Archaea (ARCH 915) 

El número de células hibridadas para la incubación con copépodos puede ser 

resultado de un incremento en el amonio de la muestra, resultado de los productos 

de excreción de estos organismos. Un estudio en tres lagos oligotróficos de alta 

montaña reveló que los cambios temporales en la diversidad y abundancia de las 

archaeas oxidantes de amonio (AOA) en la superficie están ligada al incremento en 

verano con la concentración de amonio y nitritos (Auguet et al., 2001). 

Por otra parte, en el experimento se encontró un decremento en el porcentaje de 

hibridación de Archaea en el tratamiento de nanoflagelados, lo que no concuerda 

con lo reportado por Gerea et al. (2013) quienes no registraron una depredación de 

este dominio por parte de nanoflagelados heterotróficos, mixotróficos y ciliados. Sin 

embargo, la abundancia encontrada en el lago Atexcac corresponde con lo citado 

por el mismo autor, con hibridaciones menores al 1%, al igual que para lo reportado 

en el lago Alchichica (Hernández-Avilés et al., 2010). 

A partir de las poca o nula variación obtenida de T0 a Tf se propone que este dominio 

aparentemente no es consumido por ningún depredador en el lago Atexcac, como 

lo supone Gerea et al. (2013). 

Dominio Bacteria (EUB I-III)  

 

Siguiendo las hipótesis postuladas, el macrozooplancton consumiría al 

microzooplancton, dejando de esta manera a los nanoflagelados sin algún 
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depredador y estos se alimentarían a su vez de las bacterias explicando así la 

disminución observada en las mismas. Sin embargo, al comparar los resultados del 

tratamiento en donde se incrementó el número de nanoflagelados no se observó 

ninguna disminución bacteriana considerable con respecto al control, por lo que 

dentro del Lago Atexcac no se está siguiendo este supuesto y se infiere que el 

macrozooplancton al consumir principalmente al fitoplancton influye de manera 

indirecta en alguna fuente de recursos indispensable para las bacterias, como 

puede ser los exudados que liberan estos organismos fotoautótrofos (Baines & 

Pace, 1991). 

Clase Betaproteobacteria (BET 42a+C) 

Los altos valores de hibridación presentados por la clase Betaproteobacteria 

responden a su alta distribución en cuerpos de agua dulce (Glöckner et al., 1999). 

Al igual que para la sonda general del dominio Bacteria, la clase Betaproteobacteria 

presentó una alta susceptibilidad a los cambios provocados por el copépodo 

Leptodiaptomus cf. sicilis, provocando una disminución en su porcentaje de 

hibridación (Figura 26) a consecuencia del consumo de este crustáceo de 

Synechococcus (Figura 14) afectando indirectamente al bacterioplancton. 

Esta propuesta se deriva de la interacción entre el bacterioplancton y el fitoplancton, 

en donde las excreciones de este organismo autotrófico y su lisis celular sirven 

como una fuente de carbono orgánico disuelto para los procariontes heterotróficos 

y, a su vez, la mineralización de esta materia orgánica provee nutrientes para los 

productores primarios (Zlotnik & Dubinsky, 1989). 
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La baja variación presente en el tratamiento con nanozooplancton indica que la 

clase bacteriana Betaproteobacteria no es muy depredada por los NFH, lo cual 

concuerda con lo reportado por otros autores (Jezbera et al., 2005; Salcher et al., 

2005; Gerea et al., 2013). 

El hecho de que en el tratamiento con microzooplancton el porcentaje de hibridación 

haya sido mayor que en las demas incubaciones indica que este grupo de 

depredadores no presentan una particular preferencia a cosumir a este grupo 

bacteriano (Figura 26). 

Clase Gammaproteobacteria (GAM 42a+C)  

Los bajos porcentajes de hibridación para la clase Gammaproteobacteria responden 

a que estos organismos son poco abundantes en cuerpos de agua dulce (Zwart et 

al., 2002). Además, ya que estos organismos son copiotróficos (Zavarzin et 

al.,1991), al encontrarse en un ambiente oligo-mesotrófico, como lo es el lago de 

Atexcac (Cárcamo, 2017), sus poblaciones se ven reducidas. 

Debido a que la incubación en donde se aumentó la población de copépodos 

presentó el mayor decremento en el porcentaje de hibridación se puede asumir que 

este grupo, al igual que en las sondas anteriores, ejerce una presión de selección 

de mayor intensidad sobre el bacterioplancton directa o indirectamente. 

El incremento inicial registrado en la botella testigo responde de manera similar a lo 

reportado por Šimek et al. (2005). 
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Para el tratamiento con nanoflagelados la disminución observada en el porcentaje 

de hibridación (Figura 27) se atribuye a que estos protozoarios seleccionaron 

activamente a las bacterias de esta clase, de manera similar a como ocurre en otros 

experimentos (Jezbera et al., 2005) 

Clase Alphaproteobacteria (ALF 968) 

 

Para la clase de Alphaproteobacteria se encontró que, con excepción del 

tratamiento de macrozooplancton (Figura 28), los tratamientos no presentaron un 

cambio importante con respecto al control, caso que ha sido documentado a través 

de diversos estudios, demostrando, al menos al nivel de clase ser resistentes a la 

depredación (Jürgens & Jeppesen, 2000; Langenheder & Jürgens, 2001; Šimek et 

al., 2001; Salcher et al., 2005; Comté et al., 2006; Gerea et al.., 2013) 

Mientras que la reducción en el porcentaje de hibridación para el tratamiento con 

copépodos es relacionada con la ingesta por parte de estos del PPA, afectando de 

manera indirecta al bacterioplancton, debido a la relación bacterias autotróficas-

heterotróficas. 

Por otro lado, los bajos porcentajes de hibridación registrados puede responder a 

que la clase Alphaproteobacteria son raras en la zona limnética en la mayoría de 

los sistemas lacustres, caso contrario para el marino, con unas algunas excepciones 

(Abe et al., 2003; Kirchman et al., 2004; Nishimura & Nagata, 2007) aunque hay 

grupos específicos muy abundantes, como lo es LD12. 
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Clado LD12 (LD12 121) 

La sonda utilizada para la detección de la mayoría de Alphaproteobacteria (ALF 

968) (Amann & Fuchs, 2008) no es adecuada para la identificación de LD12 debido 

a que presenta incompatibilidades con el genoma de este clado (Salcher et al., 

2011). 

La mínima cantidad de células hibridadas encontradas en el lago Atexcac (Figura 

29) se debe a la tendencia del grupo a distribuirse al epilimnion, tal como lo reporta 

Salcher et al. (2011) quienes, al comparar cuerpos acuáticos en distintos estados 

tróficos en latitudes templadas, concluyen que LD12 prefiere este estrato, 

encontrando estos autores bajas proporciones en el hipolimnion. 

Esta tendencia a distribuirse a estratos superiores se relaciona con SAR11, el grupo 

hermano de LD12 presente en ambientes acuáticos, en el que se ha encontrado un 

pigmento fotosintético en su genoma (proteorodopsina) (Giovannoni et al., 2005). 

En la incubación con microzooplancton no se encontraron células dentro de los 30 

campos contados al microscopio, dando como resultado un porcentaje de 

hibridación del 0% para este grupo bacteriano, esto pudo ser resultado del efecto 

de depredación. Sin embargo, la ausencia de bacterias hibridadas en los conteos 

solo puede ser un indicativo del bajo número de individuos dentro de este 

tratamiento. 
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Phyllum Bacteriodetes (CF3 19a) 

La sonda CF319a marca a los miembros del Phyllum Bacteroidetes, formado por 

los filos Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidetes, la cual fue diseñada para cubrir 

principalmente a las clases Flavobacteria (90%) y Sphingobacter (90%), bacterias 

principalmente heterotróficas aerobias muy abundante en ambientes acuáticos, 

mientras que deja una baja eficiencia de identificación para los miembros del grupo 

de los Bacteroidetes (30%) (Manz et al., 1996).  

El descenso en la cantidad de células hibridadas para Bacteroidetes para el 

tratamiento con nanoflagelados (Figura 31) corresponde con lo citado por otros 

autores en experimentos donde se aumentó el número de depredadores micro-

eucariontes dando como resultado el descenso en la abundancia de los miembros 

de este Phyllum en los primeros días (Jürgens et al., 1999; Salcher et al., 2005; 

Šimek, et al., 2001; Jezbera et al., 2005) 

Sin embargo, ya que el tiempo de incubación para el experimento fue de tan solo 

de 24 horas y el porcentaje de hibridación fue bajo desde un inicio, al momento de 

someterlos a una presión de selección la mayor por parte de los nanoflagelados 

abatieron a la comunidad de Bacteriodetes, sin dar tiempo a que este Phyllum 

presentará cambios en su morfología como estrategia defensiva (Salcher et al., 

2005; Jezbera et al., 2005). 

Debido a que en el tratamiento con microzooplancton la densidad de nanoflagelados 

no se vio afectada, el decremento en la hibridación de CF319a se atribuye a la 
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acción de los ciliados como consumidores de este Phyllum, al igual que lo encuentra 

Bautista-Reyes & Macek (2012) en vacuolas alimenticias de ciliados. 

El pequeño aumento en el control al finalizar la incubación (Figura 31) se puede 

explicar con la relación del Phyllum con el PPA, ya que en lagos de agua dulce los 

Bacteroidetes se encuentran comúnmente con altas densidades durante periodos 

correspondientes a florecimientos de cianobacterias (Eiler & Bertilsson, 2007) y al 

encontrarse aislados dentro de las botellas DBO y en presencia de pico-

cianobacterias la relación se pudo haber visto  favorecida. 

Phyllum Planctomicetes (PLA886) 

La mínima variación en los porcentajes de hibridación al finalizar la incubación de 

este Phyllum puede ser resultado de la composición de su membrana celular 

predominantemente constituida por proteínas, la cual muy probablemente sirva 

como defensa a las enzimas líticas de otras bacterias depredadoras (König et al., 

1984; Liesack et al., 1986; Giovannoni et al., 1987); rasgo que, junto con el 

anammoxoma, el cual puede ser considerado como un análogo bacteriano de la 

mitocondria en los eucariotas, serviría como mecanismo de resistencia al pastoreo, 

el cual resulta ser eficaz por el bajo impacto por parte de los distintos depredadores. 

El Phyllum de los Planctomycetes son los mayores contribuidores al ciclo del 

nitrógeno, hablando a escala global. Se estima que cerca del 50% del nitrógeno 

presente en la atmósfera es generado por estos organismos (Jetten, 2008). 

Los plactomycetes anammox son un grupo especializado los cuales llevan a cabo 

la oxidación anaeróbica del amonio a nitrógeno molecular, usando los nitritos como 
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aceptor de electrón, con la reducción del dióxido de carbono (Jetten et al., 2009) 

para lo cual poseen una estructura celular llamada anammoxoma (van Niftrik et al., 

2004) el cual posee ATP sintasa en su membrana (van Niftrik et al., 2010), se 

encuentran tanto en hábitats marinos como en ambientes dulce acuícolas y están 

extensamente distribuidos en las vastas zonas anóxicas de los océanos (Kuypers 

et al., 2003; Kuypers et al., 2005; Kirkpatrick et al., 2006; Woebken et al., 2008). 

Otra singularidad hallada en este Phyllum está en Gemmata oscuriglobus ya que 

presenta una de las estructuras más inusuales dentro de las bacterias, su DNA se 

encuentra rodeado por un par de membranas muy cercanas (Fuerst & Webb, 1991; 

Lindsay et al., 2001), emulando al núcleo presente en eucariotas, con la diferencia 

de que este "cuerpo nuclear" contiene partículas similares a ribosomas (Lieber et 

al., 2009). 

Sulfatoreductoras (SRB 385) 

Los bajos valores de hibridación obtenidos inicialmente para la sonda, de 0.2% a 

0.7%, son consistentes a lo reportado por Hernández-Avilés et al. (2010) para el 

lago de Alchichica. 

A pesar de que las bacterias sulfatoreductoras han sido muy asociadas con los 

ambientes anaerobios y especialmente a en los sedimentos dentro de los lagos 

(Ingvorsen et al., 1981; Cypionka et al., 1985; Marschall et al., 1993), dada la 

naturaleza predominantemente sedimentaria del ciclo del azufre, se han 

demostrado que la distribución de SRB no está limitada por la presencia de oxigeno 

(Stahl et al., 2002) y en trabajos se ha evidenciado la distribución de estas bacterias 
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en zonas  no anóxicas oxidando varios compuestos orgánicos usando al oxígeno 

como aceptor de electrones (Karnachuck et al., 2005, 2006; Lentini et al., 2012). 

Aunque este grupo no es comúnmente considerado en los experimentos de 

depredación bacteriana, tras realizar las incubaciones, se pudo encontrar que la 

botella en donde se adicionaron nanoflagelados presentó un decremento en el 

número de células hibridadas por acción de depredación de los flagelados sobre 

este grupo bacteriano, consumiéndolo activamente. 

Los cambios observados en el tratamiento con microzooplancton (Figura 33) 

representó la mayor disminución en la cantidad de células hibridadas del grupo de 

las sulfatoreductoras  por lo que se propone que este grupo de depredadores tienen 

una preferencia hacia las bacterias sulfatoreductoras que sobre los nanoflagelados, 

como ocurre en el lago Alchichica en el que se encontraron organismos de este 

grupo bacteriano dentro de las vacuolas alimenticias de estos protozoarios 

(Bautista-Reyes & Macek, 2012).  

Phyllum Actinobacteria (HGC 69a) 

Para este estudio el Phyllum Actinobacteria , junto con la clase Betaproteobacteria, 

presentaron los porcentajes de hibridación más altos del dominio Bacteria, hecho 

reportado para este Phyllum, en distintos cuerpos acuáticos: lagos oligotróficos a 

hipereutróficos y en lagos húmicos (Glöckner et al., 2000; Sekar et al., 2003; Burkert 

et al., 2003) en donde constituyen una importante fracción del bacterioplancton, 

además de poseer un amplio espectro ecológico y encontrarse globalmente 
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distribuidas en ambientes acuáticos (Zwart et al., 1998; Crump et al., 1999; Glökner 

et al., 2000; Hiorns et al., 1997; Lindström & Leskinen, 2002; Zwart et al., 2002). 

En la incubación con nanoflagelados el incremento en el porcentaje de hibridación 

(Figura 35) se interpreta como una respuesta al incremento en el número de estos 

protozoarios en el tratamiento, similar a estudios de laboratorio en donde la 

abundancia de aquellas bacterias que poseen un genotipo afiliado al linaje de este 

grupo bacteriano típicas de agua dulce se ve rápidamente incrementada en 

presencia de flagelados (Glöckner et al., 2000; Pernthaler et al., 2001; Hahn et al., 

2003) 

La poca selección por parte de los NFH se debe a que el Phyllum Actinobacteria 

presenta una pared celular del tipo Gram-positiva la cual, de acuerdo con Iriberri et 

al. (1994), le confiere protección contra la digestión por parte de los protistas. Esta 

característica, junto con su resistencia a la luz UV (Bentley & Parkhill, 2004) 

explicaría su alto porcentaje de hibridación en el lago. 

Mientras que el decremento en la hibridación de células para el tratamiento con 

microzooplancton solo puede ser atribuido al efecto de depredación por parte de los 

ciliados. 

Por otro lado, el incremento en la hibridación para el tratamiento con copépodos 

puede estar ligar a que las Actinobacterias no sufre cambios drásticos con la 

reducción en la concentración de nutrientes disponibles (Haukka et al., 2006), por 

lo que la disminución del PPA no significaría un factor limitante en cuanto a la 
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disponibilidad de materia orgánica disuelta que podría proporcionar para el 

desarrollo de este grupo bacteriano. 

CONCLUSIONES  

El efecto cascada depredador-presa en el circuito microbiano en el lago Atexcac no 

se cumplió en general, debido a que la abundancia de los nanoflagelados fue baja 

y sin cambios aparentes en los experimentos realizados. El aumento experimental 

de nanoflagelados sin la presencia de sus depredadores superiores, promovió la 

reducción del tamaño celular del picoplancton heterotrófico como única estrategia 

para evitar ser consumidos. 

Los grupos bacterianos dominantes para el lago hiposalino Atexcac fueron la clase 

Betaproteobacteria y el Phyllum Actinobacteria propios de ambientes lacustres. 

El microzooplancton tuvo preferencia por el consumo de LD12 (LD12 121), bacterias 

sulfatoreductoras (SRB385) y Actinobacteria (HGC69a). Mientras que los 

nanoflagelados depredaron principalmente Betaproteobacteria (BET42a+C) y 

Bacteroidetes (CF319a), lo que se infirió a partir de las abundancias experimentales 

de estos grupos bacterianos. 

El Phyllum Actinobacteria fue resistente a la depredación por los nanoflagelados. 

Las densidades iniciales de PPH encontradas en el lago Atexcac durante el 

experimento concuerdan con lo reportado previamente. Mientras que las de PPA 

fueron de un orden de magnitud mayor a lo citado con anterioridad. 
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El copépodo Leptodiaptomus cf.  sicilis se alimentó principalmente de PPA donde 

se adicionó una sobrepoblación de estos microcrustáceos experimentalmente, 

favoreciendo la formación de colonias grandes de picocianobacterias, como una 

estrategia para evitar su depredación. 

La fuente de recursos alimenticios más utilizada por los nanoflagelados fue el 

picoplancton heterotrófico, consumiendo ocasionalmente a las picocianobacterias 

del género Synechococcus. 

RECOMENDACIONES. 

Extender el tiempo de incubación a por lo menos 48 horas con tomas periódicas 

cada 6 – 12 horas para tener un panorama más completo de la dinámica entre los 

organismos incluidos en el experimento. 
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Anexo 1: Porcentajes de formamida necesario para el buffer de hibridación 

correspondiente a cada sonda de oligonucleótidos. 

SONDA DE 

OLIGONUCLEOTIDOS 

PROTEINA DE 

PRETRATAMIENTO 

% FORMAMIDA 

EUB I-III PROTEINASA K  

 

 

55% 

BET 42a+C PROTEINASA K 

GAM 42a+C PROTEINASA K 

CF3 19a  PROTEINASA K 

ARCH 915 PROTEINASA K 

PLA 886 PROTEINASA K 

NON 338 PROTEINASA K 

SRB 385 PROTEINASA K 50% 

ALF 968 PROTEINASA K 45% 

LD12 121 PROTEINASA K  

PAR 1457 PROTEINASA K 35% 

HGC 69a  ACROMOPEPTIDASA 35% 

CREN 537 PROTEINASA K 20% 
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