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RESUMEN

Las tricodinas (Ciliophora; Trichodinidae) son ciliados considerados parasitos y/o
ectobiontes de peces, hidras, anfibios y copépodos en la mayoria de la literatura
publicada, sin embargo, no se ha resuelto la pregunta acerca de su supervivencia
en el ambiente sin su hospedero, asi como su alimentacion y su comportamiento en
la columna de agua. En la presente tesis se caracterizé taxondémicamente la
poblacion de tricodina en el lago La Preciosa, su ciclo anual y distribucion en la
columna del agua. Ademas, se realizaron experimentos para conocer su tasa de
alimentacion vy filtracion, y se exploraron las correlaciones que existen con los
factores limnologicos y bidticos. Morfoldégica y morfométricamente se identifico a
Trichodina diaptomi (Basson y Van As, 1991). Tomando en cuenta la abundancia
de T. diaptomi junto con los copépodos Leptodiaptomus sicilis en la zona de clinas
(oxiclina y termoclina), el contenido de sus vacuolas alimenticias, asi como la tasa
de alimentacion por picocianobacterias, se concluye que T. diaptomi actua como un
epibionte de L. sicilis, con el cual accede a las zonas con las condiciones favorables
para su alimentacion. Aplicando el modelo de regresion lineal se encontré una
correlacion significativa entre la abundancia de L. sicilis, el hospedero y la de
T. diaptomi, pero no se observd una correlacion con el cladocero Ceriodaphnia
lacustris. Se identifico a las picocianobacterias como una de las principales fuentes
de alimentacion de T. diaptomi. La tasa de alimentacion de los ciliados activos por
picocianobacterias esta significativamente correlacionada con la temperatura de la
capa de agua o bien con la estratificacién de la columna de agua y la profundidad
en la que se encuentra, aunque no se observd una correlacion con el oxigeno

disuelto.



Abstract

Almost all published literature considers trichodinid ciliates (Ciliophora;
Trichodinidae) as parasites of fish, hydras, amphibia and copepods, and it only
mentions their possible ectobiotic commensalism. The problem of the ciliate feeding
behaviour and survival in the water column, leaving the host, has not yet been
solved. In the present study we characterised taxonomically the lake La Preciosa
(Puebla, Mexico) trichodina population, its annual cycle and distribution in the water
column. Experimentally, we quantified its clearance and uptake rates. The results
were correlated to limnological and biotic variables. According to morphology and
morphometry, the present species is Trichodina diaptomi (Basson and Van As
1991); it is noteworthy to clarify that molecular methods have not been applied for
the identification. Given the observed abundance of T. diaptomi, accompanying
Leptodiaptomus sicilis in thermocline and oxycline layers, its feeding vacuole
content, and the quantified uptake rates of picocyanobacteria suggests that the
ciliate behaves as an epibiont of L. sicilis. On the other hand, it transports T. diaptomi
to the feeding-favourable conditions. A significant correlation was found between the
abundance of the copepod basibiont L. sicilis and T. diaptomi, while no relation was
observed with the cladoceran Ceriodaphnia lacustris. We identify picocyanobacteria
as one of the most important food sources of T. diaptomi. The feeding rate on
picocyanobacteria of active ciliate was significantly correlated with the temperature
of the water layer, i.e., related to water column stratification and the layer depth; no

correlation was observed with dissolved oxygen concentration.



1.INTRODUCCION

Uno de los aspectos de mayor interés en limnologia ha sido y sigue siendo el estudio
de los factores bidticos y abidticos que regulan la dinamica y estructura de las
comunidades naturales. Para la ecologia de un sistema acuatico, los

microorganismos juegan un papel primordial.

Hasta el momento, los avances mas significativos se han logrado en las regiones
templadas, y se ha prestado poca atencion a los sistemas acuaticos tropicales,
aunque, numerosos paises en desarrollo, a traves de la limnologia regional, mejoran
el conocimiento de las aguas tropicales continentales (Lewis et al., 2000; Sarmento
2008). El patron de estratificacion es una de las caracteristicas mas representativas
de los lagos tropicales, y es clave para entender la dinamica de las comunidades
planctonicas a bajas latitudes (Talling y Lemoalle, 1999; Descy et al.,, 2005;
Sarmento et al., 2006, 2012).

1.1 Circuito microbiano

La importancia de la red tréfica microbiana en lagos tropicales ha sido planteada en
estudios anteriores (Hecky y Fee, 1981; Kilham y Kilham, 1990; Lewis, 1996). A
partir de estos estudios fueron desarrolladas las primeras técnicas para el estudio
de las comunidades microbianas y su metabolismo a finales de los afos 1970s
(Hobbie et al., 1977).

Hasta principios de los afios 70 se creia que el plancton tenia una estructura
piramidal simple, siendo el fitoplancton consumido por el zooplancton, que a su vez
proveia de una fuente de energia a peces y mamiferos, donde el zooplancton es
primordial en la transferencia de energia a través de la cadena tréfica. Sin embargo,
nuevas ideas impulsaron una inquietud sobre la cadena tréfica clasica por lo cual
surgieron varias propuestas, como que los protistas heterétrofos eran mas

importantes que los copépodos en la remineralizacion del fosforo. Johanes (1964)



y Steele (1974) plantearon la teoria de que la produccién primaria marina estimada
hasta entonces era demasiado pequefa para sostener los niveles de captura de
peces registrados; Pomeroy (1974) fue el primero en sugerir con fundamentos que
las bacterias deberian incluirse en la red alimentaria marina y Sorokin (1971, 1981)
argumento que los microorganismos desempefnaban un papel dinamico y central en
las redes tréficas. Todas estas opiniones y la de varios especialistas se sintetizaron
finalmente en el concepto de circuito microbiano, el cual hace mas complejo el
modelo de la cadena trofica convencional, ya que explica porque ese modelo no
siempre funciona de manera simple, dando una explicacion plausible a como se da

el movimiento de energia y carbono hacia niveles tréficos superiores.

Definitivamente, la ubicacion tréfica de los microorganismos en los sistemas
acuaticos se ha movido de la “cadena tréfica” lineal hacia el circuito microbiano o
bien a la red tréfica microbiana en el que, el flujo de materia y energia puede
recircular dentro de cada nivel de la red tréfica (Azam et al., 1983) antes de alcanzar

el nivel tréfico del zooplancton.

La red tréfica microbiana puede ser representada en unidades funcionales, lo que
evita cualquier necesidad de encontrar una definicion taxondémica de los
microorganismos y de la complejidad generada por su alta diversidad. Las dos
principales unidades funcionales son el bacterioplancton (procariotas heterétrofos)
y el fitoplancton, incluyendo al picoplancton autotrofico (APP), que corresponde

mayoritariamente a las picocianobacterias (Sarmento, 2012).

El bacterioplancton (bacterias y arqueas), el fitoplancton y el protozooplancton
(nanoflagelados y ciliados, heterotréficos y mixotroficos) constituyen el "circuito
microbiano", que es un elemento distintivo e importante de la red tréfica en los
ecosistemas acuaticos que afecta a los flujos de carbono y nutrientes (Pomeroy
1974; Azam et al., 1983, Sherr y Sherr 1987; Sommer et al., 2012).

El circuito microbiano funciona tanto como un mecanismo eficiente de
remineralizacion para el carbono organico, el fésforo y el nitrégeno a formas
inorganicas, como un posible depdsito de carbono organico. Una parte importante
de la productividad secundaria, que es aportada por el bacterioplancton, fluye a
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través de nanoflagelados y ciliados hacia el zooplancton (Camacho y Fernandez-
Valiente, 2005). Actualmente se acepta la idea de que el bacterioplancton no es
necesariamente un eslabon importante para el metazooplancton, sino que
representa un depodsito de carbono fijado. En la mayoria de los casos,
probablemente alguna fraccion de la materia organica, derivada de las bacterias
esta disponible para el zooplancton (Sherr et al., 1986; Gutiérrez y Torres 2002),
pero en sistemas donde la produccion primaria es baja, como en los lagos
oligotroficos, la produccion de bacterias puede ser importante para el zooplancton
(Turley et al., 2000; Sommer et al., 2012; StraSkrabova et al., 2009).

Un grupo muy importante que participa en el proceso conocido como re-
empaquetamiento tréfico (Sherr y Sherr, 1988; Gifford, 1991), son los eucariotas
unicelulares fagotrofos o mixoétrofos denominados protozooplancton. Tienen un
tamano pequeno y una elevada tasa metabdlica especifica, por lo cual llevan a cabo
una rapida transferencia de energia y reciclado de nutrientes (Fenchel, 1987;
Laybourn-Parry, 1992, 1994). Debido a su potencial de crecimiento pueden
aprovechar fluctuaciones rapidas en los niveles de recursos, y su tamafno les
permite explotar pequefios parches de estos (Fenchel, 1987). Debido a su tamafo,
las bacterias no son consumidas eficientemente por la mayoria del metazooplancton
grande (Sanders y Wickham, 1993) pero si por el nano y microzooplancton (2a 20 y
20 a 200 uym, respectivamente) que abarca tanto el protozooplancton como a
rotiferos, entre otros microroganismos; éstos, a su vez, son alimento del
metazooplancton grande e incluso de los peces pequenos (Fenchel, 1986b; Sherry
Sherr, 1987, 1988; Simek et al., 1995; Montagnes et al., 2008; Sommer et al., 2012).
Asi es como el nano y microzooplancton pueden convertir la materia organica
disuelta en particulas de tamafio accesible para su consumo en niveles tréficos
superiores, formando asi un nivel intermedio importante en las redes troficas

acuaticas.

La contribuciéon del protozooplancton de las comunidades plancténicas no era
estudiada al fondo hasta los afos 1980s (Gates, 1984; Sherr et al., 1986, 1991;

Simek et al., 1990; Weisse, 1991) y ocasionalmente en lagos tropicales oligotréficos



(Hecky y Kling, 1981; Sarmento, 2012; Macek et al., 2022). La participacién de los
protozoos en el circuito microbiano se ha demostrado mediante el calculo de sus
tasas de alimentacion con bacterias marcadas con fluorescencia (Sherr et al., 1987)
lo que he reforzado la hipotesis de que los protozoos son organismos bacterivoros
dominantes. En algunos articulos se discute sobre los protozoos y su utilizacion
directa de la produccion primaria como un eslaboén trofico para los metazoos
(Montagnes et al., 2008; Sommer et al., 2012 y Weisse y Montagnes, 2022).
Ademas de los protozoos fagoétrofos estrictamente heterotrofos existe una gama de
organismos mixotrofos que combinan fagotrofia y fototrofia, proveniente de sus
propios cloroplastos o los obtenidos de su presa, denominados cleptoplastos
(Stoecker, 1991; Mitra et al., 2016). La gran abundancia de fagoétrofos en ambientes
acuaticos. ya sea agua subterranea, biopeliculas, estanques, lagos, el mar, o en
otros innumerables ecotonos acuaticos, los hace fundamentales para la
transferencia de materia y energia en sus respectivas redes alimentarias. Estos
microrganismos eucariontes presentan una variedad de estrategias de
alimentacion. Esto les permite ingerir una amplia gama de tipos de presas, como el
fitoplancton, bacterias y otros heterétrofos, incluyendo protistas, metazoos
completos, y sus productos (Sherr y Sherr ,1997;Hansen y Calado, 1999). Por otro
lado, el picoplancton representa la mas importante fuente de carbono que puede
ser utilizada por el protozooplancton de agua dulce (Sanders et al., 1989; Weisse et
al., 1990; Nagata y Kirchman, 1991; Simek et al., 1995; Montagnes et al., 2008).

1.2 Alimentacion de protozoos

La intercepcion directa y la filtracidon son los mecanismos mas comunes de
alimentaciéon (Fenchel, 1986a). La intercepcion directa implica el procesamiento
individual de la presa, lo que permite la seleccion entre diferentes propiedades de
esta, dando lugar a un comportamiento selectivo, lo cual implica la posibilidad para
distinguir propiedades de la presa, y se enfoca principalmente en la forma y tamano.

A pesar de que la forma y la proporcion del tamarno de la presa y el depredador son
caracteristicas importantes en el proceso de alimentacion (Fenchel, 1986a Posch et

al., 2001), en algunas investigaciones se ha considerado relevante la importancia

6



de otras caracteristicas de la presa, por ejemplo, las propiedades de la célula que
afectan el reconocimiento quimico especifico en las interacciones alimentarias vy el
comportamiento selectivo de protozoos que, por consecuencia afectan las
dinamicas microbianas (Fenchel y Blackburn, 1999; Seymour et al., 2010; Roberts
et al., 2011).

De acuerdo con el punto de vista de la seleccion por tamafio, los protozoos
principalmente buscan en zonas donde potencialmente se reunen las presas, y esto,
probablemente en el ambiente acuatico ocurre donde se desarrollan los gradientes
fisicos y quimicos, que permiten el desarrollo de la heterogeneidad espacial.
Particularmente para los ciliados esto se ha reportado en el gradiente de oxigeno
disuelto que permite la separacion del nicho de especies funcionalmente similares
(Fenchel y Finlay, 2008).

El pico en la distribucion de protozoos coincide con la presencia de una fuente
adecuada de alimentos y en capas de agua como la oxiclina, la termoclina y el limite
de anoxia, donde se llevan a cabo procesos como la descomposicion de la
produccion primaria, la cual se lleva a cabo por bacterias fototréficas a muy bajas
intensidades luminosas (Taylor y Haynen, 1987; Fenchel et al., 1990; Laybourn-
Parry et al.,, 1990; Dolan y Coats, 1990; Pestova et al., 2008; Bautista-Reyes y
Macek, 2012; Sanchez-Medina et al., 2016; Macek et al., 2020), la fotosintesis
anoxigénica frecuentemente ligada al ciclo del azufre, o bien la produccién primaria
por bacterias quimiolitétrofas. Estos tipos de produccién primaria pueden llegar a
ser la fuente mayoritaria de carbono para la zona 6xica, mediada por la depredacion
efectuada por los distintos componentes del circuito microbiano hasta pasar por el
eslabdn tréfico del metazooplancton e incluso organismos de mayor tamafo,
caracteristicos del epilimnion (Fenchel y Bernard, 1996; Camacho y Vicente, 1998;
Camacho et al., 2001).

En ciliados y nanoflagelados heterétrofos se observa preferencia relativa por
consumir picocianobacterias, comparado con las bacterias heterotréficas
(Christoffersen, 1994; Pernthaler et al., 1996), y los ciliados pueden satisfacer su

requerimiento de carbono con una dieta exclusiva de picocianobacterias (Simek et
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al., 1996). Se deduce que éstos, controlan las variaciones del picoplancton
autétrofo, se alimentan por medio de depredacion, que es uno de los factores
principales que controlan la abundancia, distribucion por tamafos y formas del
picoplancton en los sistemas acuaticos (Fenchel, 1986a, 1986b; Sherr y Sherr,
1987; Simek et al., 1999; Jirgens y Matz, 2002).

Tanto la distribucion de protozooplancton como de sus presas se correlaciona con
variables limnoldgicas, entre las cuales resalta el oxigeno disuelto (OD). Su
concentracion refleja procesos biologicos como la fotosintesis oxigénica y la
respiracion. Légicamente la dominancia de la fotosintesis caracteriza a la zona
eufética de un lago, la cual es la zona superior que recibe radiacién
fotosintéticamente activa (PAR), necesaria para la produccion primaria por parte del
fitoplancton y mixétrofos, como algunos ciliados (Jones, 2000; Tittel et al., 2002). Al
atenuarse la PAR, la fotosintesis oxigénica disminuye y por ende el OD, dominando
asi el OD para la respiracion, lo que caracteriza a la zona trofolitica (Lampert y
Sommer, 2007). Entonces, los procesos biologicos de consumo o liberacién de
oxigeno pueden afectar la profundidad a la que se encuentra la oxiclina de un lago
(Yoshimizu et al., 2010).

Muchos protozoos son microaerofilicos (prefieren ambientes con bajas
concentraciones de OD, cercano a capas anodxicas), algunos se encuentran
repetidamente en agua con condiciones de anoxia. Varios autores han aislado de

habitats anodxicos las especies estrictamente anaerdbicas (Esteban et al., 1993a).

1.3 Trichodina como un ciliado

Los ciliados se caracterizan por la presencia de cilios originados en los cinetosomas,
dimorfismo nuclear y un proceso sexual que llevan a cabo por conjugacion (a
excepcion de algunos taxones). Se encuentran en una gran diversidad de
microhabitats siendo cosmopolitas la mayoria de las especies. Sin embargo, el
endemismo parece ser una caracteristica de hasta un 30% de las especies
(Foissner et al., 1999; Lynn, 2008). Los ciliados son importantes consumidores de

bacterias en los ambientes acuaticos, llegando a consumir casi toda su produccién



diaria (Simek et al., 1995; Posch et al., 2001) y forman una parte significativa de la
biomasa total del protozooplancton (Massana y Pedrds-Alio, 1994; Yamada et al.,
1994).

Los ciliados epibiontes se observan en las superficies externas de los crustaceos
planctonicos (claddceros, copépodos, entre otros) junto con metazoos mas grandes,
como los rotiferos (p. ej. Morris, 1913; Ahlstrom, 1940; Shiel y Koste, 1985); los mas
frecuentemente observados son los peritricos sésiles (orden Sessilida), que poseen
una escoépula o una loriga para adherirse al hospedero. Otros epibiontes de la orden
Mobilida, nadan libremente, pero poseen un disco adhesivo aboral, por el cual se
adhieren a su hospedero (Kahl, 1933) entre sus hospederos crustaceos abundan
los copépodos (familia Diaptomidae), pero pueden colonizar también a hidras. Se
ha comprobado, que, bajo condiciones ambientales adecuadas, muchos de éstos
se alimentan de bacterias, algas y particulas suspendidas en el agua, pero en
grandes abundancias y condiciones ambientales como el incremento de
temperatura, alto contenido organico, estos actuan como patégenos (Miranda et al.,
2012).

Por otro lado, entre los ciliados se encuentran algunos de los parasitos importantes
que afectan a los peces y otros organismos acuaticos, estos son los mas comunes
tanto en condiciones naturales como en cultivos acuicolas. Una de las familias de
ciliados que incluye una gran cantidad de especies parasiticas, es la familia
Trichodinidae Claus, 1951, mas frecuentemente descrita en peces y anfibios,
causante de la enfermedad llamada tricodiniasis (Durborow, 2003), (Sramek-Husek,
1953). Tipicamente, los tricodinidos se alojan en piel y branquias de vertebrados y
se reportan como ectoparasitos (Wlasow et al.,, 2003) o como endoparasitos,
mientras en el ambiente natural se portan mas bien como ectocomensales (Davis,
1947; Arthur y Margolis, 1984). Sin embargo, en la acuicultura se ha documentado,
que pueden causar dafnos severos y mortalidad en cultivos de peces, sobre todo en
juveniles y adultos (Basson y Van As, 1987). Su transmisién es directa, por lo que
invaden al hospedero en poco tiempo, alimentandose también de células de
desecho de este, en particular de las lesiones de otro origen (Foissner et al., 1999);



causan estrés, reducen su capacidad competitiva y en ocasiones causan su muerte
(Obiekezie y Ekanen, 1995). Cuando esto sucede las tricodinas abandonan al
hospedero después de 8 a 10 horas. La infestacién por tricodinidos normalmente
ocurre en intensidades variables, ya que depende directamente de las condiciones

ecoldgicas y del hospedero (Ozer, 2003).

Las observaciones en agua dulce confirman la presencia frecuente de tricodinas
libres en muestras procesadas de plancton (Foissner et al., 1992, 1999), pero en las
observaciones en vivo se documentoé un deterioro gradual del ciliado (hinchamiento
de la célula) cuando no esta en contacto con su hospedero (Sramek-Husek, 1953).
Las tricodinas las podemos encontrar tanto en anfibios, peces, como en otros
hospederos vectores tanto de agua dulce como de ambientes marinos (Basson y
Van As, 1991; Herr6z, 1999).

Desde el punto de vista taxondmico, los tricodinidos tienen una larga historia
(Aescht, 2001). Ehrenberg establecio el género Trichodina el afilo 1830 sin embargo,
la primera especie fue descrita por O.F. Muller como Cyclidium pediculus en el afio
1773 (hoy Trichodina pediculus Ehrenberg, 1831). El ciliado puede colonizar
ademas de peces y anfibios también hidras y esponjas de agua dulce, al igual que
Trichodina domerguei (Wallengren, 1897) (Foissner et al. 1992, 1999), esta especie
fue originalmente asignada al género Cyclochaeta, Jackson 1875. Segun su
descripcion poseia cirros en lugar de cilios simples, sin embargo, esa observacion
fue muy subijetiva, porque la formacién de tales mechones de cilios es temporal en
los tricodinidos y su aparente deteccion depende del fijador utilizado (Sramek-
HuSek, 1953). T. domerguei f. megamicronucleata Dogiel, 1940 se ha publicado
relacionada a diaptémidos (Dogiel, 1940; Lom, 1960), pero Sramek-Husek (1953)
no conocio el articulo y publicé este ectobionte como Trichodina domerguei f.

diaptomi.

La taxonomia de los tricodinidos era confusa por la gran variedad de caracteres
morfoldgicos utilizadas para su identificacion, también por la falsa idea de tener alta
especificidad hacia sus huéspedes (Segun Aescht, 2001, los géneros actuales son:

Acyclochaeta, Anhymenia, Cyclochaeta, Cyclocyrrha, Nummulella, Paravauchomia,
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Poljanskina, Torquatina). El principal articulo para la clasificacion morfolégica de
tricodinidos de hoy se basa en la tincion de nitrato de plata en seco (Klein), publicada
por Lom (1958).

El tamafio de los tricodinidos puede variar de 20 a 100 ym de diametro (Basson y
Van As, 1987). La caracteristica que diferencia a las especies de la familia
Trichodinidae de otras familias de ciliados es la morfologia de los denticulos en el
disco adhesivo y la longitud de los cilios adorales espirales. Asi mismo, las cuchillas
muestran diferentes formas y tamafios en el mismo disco denticular y la curva de

los rayos forman un angulo (Basson y Van As, 1989; Hu, 2011) (Figs. 1y 2).

Tps [N
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Figura1. Esquema de la célula de Trichodina ! "ls'f'fj/l,lj"“lf",".',“ i "\m}.m‘}“‘ R

sp. (Lom y Dykova 1992).

Las tricodinas tienen cuerpo en forma de copa, cubierto por una membrana delgada
llamada periciclo. En la zona adoral se encuentran los cilios, usados en la
alimentacion, en el lado opuesto se ubican las estructuras con caracteristicas
taxondmicas importantes del género, como el disco adhesivo; este disco se apoya
en un anillo esquelético intracelular de denticulos de interconexién; el numero, la
forma y dimensiones de los denticulos se utilizan en la identificacion taxonémica

(Lom, 1958; Van As y Basson, 1989). La forma de los denticulos es una
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caracteristica distintiva importante y esta compuesto de cuchillas, parte central y

rayos (Basson y Van As, 1989).

gL

AL
Sl

Figura 2. Caracteristicas del disco adhesivo de Trichodina. A: Diametro del anillo denticular;
B: Diametro del disco adhesivo; C: Denticulo; D: Ancho de la membrana del borde;

E: Estriaciones radiales; F: Membrana del borde (modificado de Wellborn, 1967).

La reproduccion es por fision binaria, pero bajo ciertas condiciones se ha observado

la conjugacién (Basson y Van As, 1987).

Sramek-Husek (1953) fue el primero, que propuso una separacion taxonémica de
las tricodinas que colonizan copépodos, a pesar de que estaba convencido del
excesivo numero de especies, cuya existencia se apoyaba mas que nada en la

especie de su hospedero entre los cordados.

No se ha definido la posible sinonimia entre las especies encontradas en
vertebrados, Lom (1960) establecio, que T. domerguei f. megamicronucleata y T.
domerguei f. latispina Dogiel, 1940 no presentan rasgos suficientemente diferentes
para su separacion, los cuales pueden ser debido a la forma en la que interactua
con el hospedero y propuso eliminar el nombre T. domerguei f. megamicronucleata;,
tampoco aceptdé el nombre Trichodina domerguei f. diaptomi, ya que su

investigacion se publicé primero que la del autor que establecia tal nombre,
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finalmente T. domerguei f. latispina Dogiel, 1940 fue nombrada Trichodina acuta
Lom, 1961 (en México revisado en Aguilar-Aguilar e Islas-Ortega, 2015, e Islas-
Ortega et al. 2020).

Sin embargo, Foissner (1999) reconocié como tipicos ectobiontes de copépodos a
T. domerguei f. megamicronucleata y como su sindbnimo a T. domerguei diaptomus.
Por otro lado, se justifica el nombre Trichodina diaptomi (Sramek-Husek, 1953)
(West et al. 2016). Finalmente es valida la hipétesis de sinonimia entre T. diaptomi
y T. acuta Wang et al (2020).

En la taxonomia aceptada por la Sociedad Internacional de los Protistélogos (ISOP
por sus siglas en inglés), el esquema taxonémico de género Trichodina es el
siguiente (Adl et al., 2019):

o Alveolata Cavalier Smith, 1991
ee Ciliophora Doflein, 1901 emend.
eee Postciliodesmatophora Gerassimova y Seravin, 1976
esee  CONTHREEP Lynn en Adl et al., 2012.
eseee Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974
eeeeee Peritrichia Stein, 1859
eeeessee Mobilida Kahl, 1933
eeeeeeee Trichodinidae Claus, 1874

eseccccee Trichodina Ehrenberg, 1830
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2. JUSTIFICACION

Los peritricos del orden Mobilida se reportan frecuentemente de los cuerpos de
agua, incluyendo a los tricodinidos (Trichodina spp.), pero muchas veces sin una
correcta identificacion. En su mayoria, Trichodina sp. se conoce en la literatura
como un ectoparasito (en ocasiones endoparasito) o epibionte (sobre peces, hidras,

copépodos, entre otros).

Generalmente, los estudios de tricodinas en ambientes naturales se concentran en
su aparente vida parasitica, sin resolver el problema de la supervivencia en el
ambiente sin sus hospederos. EI mecanismo de adherencia de Trichodina sp.,
ademas de los “dientes” tipicos del género, dafa las estructuras superficiales de
algunos organismos, ocasionando lesiones, aunque algunos autores relacionan
tricodinas unicamente con animales en malas condiciones (lesionados o en déficit

de oxigeno).

La investigacion propuesta en esta tesis llena un espacio vacio, aportando el
conocimiento de ciencia basica sobre el comportamiento de tricodinas en el

ambiente:

A la fecha, se desconoce la tasa de alimentaciéon de las tricodinas asi como su

supervivencia o la posibilidad de crecer sin necesidad de fijarse sobre un hospedero.

Tomando en cuenta los datos obtenidos anteriormente del lago La Preciosa, acerca
de la distribucion de tricodinas en la columna de agua, con relacion al oxigeno se

plantea este escenario:

Las tricodinas se encuentra dentro o por debajo de la oxiclina, acompafiando a su
hospedero (copépodos planctonicos) a las capas en las cuales no penetran los

peces, los cuales son depredadores de este.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar la actividad de las tricodinas en el lago La Preciosa, Puebla, para inferir sus
habitos como ciliados libres o simbiontes obligados, a través de la evidencia de su

alimentacion en las distintas capas del lago.
3.2 Objetivos particulares

» Identificar taxondmicamente los ciliados tricodinidos encontrados en la
columna del agua del lago La Preciosa.

» Evaluar la abundancia de tricodinidos en la columna del agua, en particular
en la zona hipoxica/anéxica.

» Correlacionar la distribucion de tricodinidos con variables limnoldgicas y/o
con abundancia de zooplancton en la columna.

» Evaluar la tasa de alimentacion de tricodinas y la posibilidad de su

crecimiento por alimentacion via filtracion de picocianobacterias.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Area de estudio

La Preciosa, también conocido como Las Minas (Fig. 3), en el estado de Puebla,
México, es uno de los seis lagos tipo maar o axalapascos (del nahuatl “ollas de
arena con agua”) que se encuentran en la Cuenca Oriental (Reyes, 1979; Gasca,
1981, Armienta et al., 2008).

El lago La Preciosa se localiza a 4 km al sureste del lago crater Alchichica y muy
cerca del lago crater Quechulac. Presenta una forma irregular, sus bordes
sobresalen muy poco de la llanura; todo el contorno del lago esta formado de los
materiales cineriticos arrojados. Aunque un estribo bajo de la Sierra de Techachalco
casi llega a los bordes del lago, el material acumulado impide ver las pizarras y

calizas, asi como las rocas intrusitas que componen dicha sierra (Ordéfez, 1905).

Ocupa el segundo lugar entre los axalapascos en cuanto a superficie con 0.78 km?
y un volumen de 1.8x107 m3. Presenta una forma aproximadamente triangular, una
longitud maxima de 1,344 m y una profundidad media de 20.72 m (Arredondo-
Figueroa et al., 1983). El clima de la zona es variable y esta influido notablemente
por la altitud, la exposicion de los vientos secos y la sombra orografica que producen

los macizos montafiosos (Ramirez y Novelo, 1984).

Estas montanas detienen los vientos humedos provenientes del Golfo de México,
provocando el establecimiento de un clima tipo semiarido tropical (lluvias en verano)
dentro de la cuenca (Garcia, 1988; Vilaclara et al., 1993) con una temperatura media
anual de 12 a 16°C y una precipitacion total anual de 400 a 800 mm (Garcia, 1988;
Arriaga et al., 1988).

El lago La Preciosa se encuentra entre las coordenadas 19° 22'N y 97° 23'W a una
altitud promedio de 2330 msnm (Ordoiiez, 1905; Armienta et al., 2008). Se alimenta
principalmente de agua subterranea, infiltrada del manto freatico, a través del suelo
permeable de la zona (Alvarez, 1950; Gasca, 1981). La salinidadesde 1.3a1.4 g L

'. Presenta un pH predominantemente alcalino (8.7), por lo que se considera un lago
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alcalino, atalasohalino (de origen de sales no marino), su concentracion de cloruro

es mayor que la de carbonato y sulfato (Vilaclara et al., 1993; Arredondo, 2002).

Es un lago oligotréfico con una concentracion promedio de clorofila a (Chl a) en la
columna de agua <4 ug L' y una concentracién media anual aproximada de

2 ug L' agua (Arredondo- Figueroa et al., 1983; Arredondo- Figueroa, 2002).

Laguna La Prec:g;sa-

Figura 3. Lago la Preciosa (INEGI, 2023).

La composicion de los microorganismos del lago La Preciosa ha sido estudiada por
varios autores (fitoplancton y zooplancton- Martinez-Chavez, 2010: bacterias y
picocianobacterias- Gonzalez-Flores, 2017). Recientemente se han estudiado las
rutas del carbono, utilizando el método de isétopos estables (Havas et al. 2023 a,
b), evaluando la importancia de los procesos de fotosintesis oxigénica, anoxigénica

y de respiracion.
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4.2 Recoleccion de las muestras

Las muestras se tomaron mensualmente a cinco profundidades, regularmente
desde marzo de 2014 hasta febrero de 2015. Sin embargo, en dos muestreos
prospectivos (octubre y noviembre 2013) se analizé la abundancia y la actividad

depredadora de tricodinas unicamente en las muestras de la termoclina y la oxiclina.

Antes del muestreo se tomaron los perfiles de las variables fisicas y quimicas en
toda la columna de agua, utilizando los perfiladores DS4/SVR4, Hydrolab®, USA
(temperatura, oxigeno disuelto), LI-COR 1400, USA (luz fotosintéticamente activa
PAR) y ECO Triplet, Wet-Lab, USA (clorofila a). Se seleccionaron las siguientes
zonas (durante la estratificacion o mezcla respectivamente): (1) epilimnion o 8 m,
(2) fondo de epilimnion o 16 m, (3) metalimnion o 24 m, (4) limite de anoxia (OD

<0.2 mg L") 0 32 m (durante mezcla), (5) por arriba del fondo.

Las muestras recolectadas para el conteo directo de microorganismos se tomaron
con una botella IHE, Republica Checa (1.6 L); las muestras de zooplancton se
obtuvieron con una trampa para plancton Schindler-Patalas (12 L) con un tamiz de

61 um (las muestras prospectivas se obtuvieron con la botella IHE).

La fijacion de las muestras se realizé con formaldehido (al 2%) en botellas de PET
(para el zooplancton) y en botellas color ambar de 60 mL (para conteo de bacterias,
incluyendo cianobacterias). Para la impregnacion cuantitativa de Protargol, las
muestras (120 a 160 mL) se fijaron al 7% con la solucién de Bouin concentrada (Lee
et al., 1985; Montagnes y Lynn, 1993; Sherr y Sherr, 1993).

4.3 Abundancia de microorganismos

Para cuantificar las presas de Tricodina, es decir, picoplancton autotréfico APP
(mayoritariamente las picocianobacterias): las células fueron concentradas sobre
membranas de policarbonato (tamano de poro 0.2 um; Millipore, Irlanda), montadas
en aceite de inmersion (Olympus, Japon) y observadas con el microscopio de

epifluorescencia Leica DMLB (Alemania) equipado con el objetivo de inmersién
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APO 100x. Se utilizaron los cubos de filtros Y3 (excitaciéon verde y luz de
observacion naranja, especifico para ficobilinas) e 13 (excitacion azul / cercana a
ultravioleta y luz de observacion roja de clorofilas). Para cuantificar las células se
tomaron de 10 a 20 imagenes con la camara Power Shot S45 (Canon, Japon)
conectada a una computadora Sony-Vaio, y se seleccionaron campos al azar en el

filtro. Por muestra se contaron por lo menos 300 células.

El contenido de carbono organico de las picocianobacterias se calcul6 utilizando los
valores del contenido en una célula promedio, evaluada en el mes de muestreo

(Gonzalez-Flores, 2017), o interpolando valores de los muestreos cercanos.

Para llevar a cabo un conteo de tricodinidos y de zooplancton se realiz6 la tincion
con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) (Porter y Feig, 1980) sobre filtros de
membrana de policarbonato (tamafio de poro 2 um, Poretics, Alemania) tefiidos con
negro de clorazol (Sigma). Los organismos se observaron utilizando el cubo de filtro
A (excitacion ultravioleta con observacion en azul, especifico para ADN) y los
objetivos 10%, 20x 0 40x . Se contd toda la superficie de los filtros haciendo tres

repeticiones.

Para el conteo adicional e identificacidon preliminar de Trichodina sp. se aplico la
impregnacion de protargol (proteinato de plata) cuantitativa (véase al apéndice)
conocida como QPS (Montagnes y Lynn, 1993; Skibbe, 1994).

4.4 ldentificacidon de la especie de Trichodina sp.

Para llevar a cabo la identificacion de la especie de tricodinido se realizo la técnica
de impregnacion de plata “en seco” de Klein (Foissner, 2014). Utilizando las
herramientas del programa Image-Pro Express (USA) se llevaron a cabo medidas
de las estructuras morfométricas en las imagenes: diametro del anillo denticular,
disco adhesivo, numero de denticulos, estriaciones radiales, ancho de membrana y
dimensiones del denticulo (longitud, rayo, parte central, span y cuchilla; Fig. 4). De
las mismas imagenes se derivo el esquema de los denticulos. Asi también se
observé la forma del macronucleo (Basson y van As, 1989), ademas de su
observacion en la tincion de DAPI (Porter y Feig, 1980).
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Figura 4. Esquema de la estructura del denticulo de Trichodina sp. y la construccién de los ejes X
e Y como referencia para la descripcion de los denticulos. AB. Apice de la cuchilla. AM. margen
anterior de la cuchilla. AR. Apdfisis del rayo. BA. Apdfisis de la cuchilla. CA. Centro del disco
adhesivo. CB. Seccion que conecta a la cuchilla con la parte central. CC. Seccidén que conecta la
parte central con el rayo. CP. Parte conica central. DC. Parte mas profunda de curva. DS.
Superficie distal de la cuchilla. PM. Margen posterior de la cuchilla. PP. Proyeccion posterior. PR.
Punto del rayo. S. Parte central. SA. Seccion de la parte central por encima del eje X. SB. Seccion
de la parte debajo del eje X. TP. Punto tangente. X. Cuchilla. Y. Rayo (tomado de Xu, 1999 b).

4.5 Experimentos de depredacion

Para llevar a cabo los experimentos de depredacion, la posible presa se marcé con
fluorescencia, utilizando el método de Sherry Sherr (1987) de FLB (Fluorescently
Labeled Bacteria). Las cianobacterias Synechococcus sp. con un tamafo de célula
similar al de las picocianobacterias del lago La Preciosa, se cultivaron en el medio
BG11 (Rippka et al.,, 1979). Posteriormente se cosecharon por centrifugacion
(10,000 x g por 10 min). El paquete bacteriano se suspendié en 10 mL de una
solucién de Na2HPO4 0.05 mol I'' en 0.85% NaCl (pH 9), se adicionaron 2 mg de 5-
(4,6-dichlorotriazin-2-yl)-aminofluoresceina (DTAF; Sigma Chemical Co, USA) y se
incubd en un bafo maria a 60°C por 2 h. La incubacién fue seguida por 3 lavados
con agua filtrada de Alchichica (poro de 0.2 um; pH 9), entre los cuales se
centrifugaban las alicuotas. El producto final (pelet) se resuspendié en una solucion
de pirofosfato tetrasodico 0.02 mol L' (NasP20O7) en NaCl 0.85%. Alicuotas de
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bacterias tefiidas se congelaron a -18°C en viales de plastico (Eppendorf) para ser
utilizadas posteriormente para medir las tasas de eliminacion en campo en
concentraciones finales de 1%-10% de la concentracién de las picocianobacterias

totales.

Los experimentos de depredacion in situ se realizaron generalmente cada dos
meses, durante el muestreo. Las muestras obtenidas de la trampa para plancton
(Schindler-Patalas) se colocaron en botellas de 1.2 L y se aforaron con agua de la
misma profundidad en la que fue tomada la muestra. Durante el periodo con una
baja abundancia de zooplancton, se combinaron dos muestras de la misma

profundidad.

Para la incubacion se llenaron las botellas oscuras de DBO. La cantidad de la presa
marcada FLB fue calculada para constituir 10% de APP presente y las muestras se
incubaron por duplicado 5 y 10 min. Aunque observamos fluctuaciones de APP no
esperadas, FLB no rebaso el 20% de APP in situ. Al concluir el periodo de
incubacion, la muestra fue fijada con formaldehido al 2% (previamente se ha
confirmado, que el fijador seleccionado no rompe las células de tricodinas y
conserva mejor la fluorescencia de las picocianobacterias ingeridas, a diferencia de
las muestras fijadas con Lugol, recomendado por Sherr y Sherr (1993). Las
muestras adicionales se fijaron con solucién de Bouin (al 7%) para posteriormente

realizar la impregnacién con protargol (véase el apéndice).

En el laboratorio, las FLB ingeridas se cuantificaron en las preparaciones tefidas
con DAPI como se ha descrito anteriormente. Los ciliados se localizaron por la
fluorescencia de su macronucleo (cubo A) y FLB se contaron utilizando el cubo 13
por su fluorescencia verde manzana. Con las repeticiones, se contabilizaron todas

las células sobre el filtro de membrana.

4.6 Tasa de alimentacion y tasa de crecimiento especifica de tricodinas

La tasa de filtracidon F (nl cél."* h=1) (1) y la tasa de alimentacién para una célula de

picocianobacteria U (cél. cél.”* h™1) (2) se calcularon seguin Sherr y Sherr (1993):
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F = NrLB (1)

NFLB Xt

U=FXN (2)
Donde ngp (cél.cél.”1) es el nUmero de picocianobacterias marcadas (FLB) en un
ciliado, Ny, (cél.nl™1) es la concentracion de FLB en el experimento, t (h) tiempo

de incubacién y N (cél.nl"!) es la abundancia de picocianobacterias en el
experimento.

Para la estimacion de la tasa especifica de crecimiento de Trichodina y su tiempo

de generacion se utilizé el modelo de Muller y Geller, 1993 (3, 4, 5)

In o =152 Int —0.27InV — 1.44 (3)

Himayx = €™ Fmax (4)
In2

r= Hmax (5)

Donde 4, (d71) es la tasa especifica de crecimiento, t (°C) la temperatura,

V (um?) el volumen del ciliado en vivo y T (d) el tiempo de generacion.

La biomasa de T. diaptomi se estimé utilizando mediciones de largo y ancho de las
células (generalmente iguales — equivalentes a diametro) medidas en las imagenes
provenientes de preparaciones de protargol (QPS); se utilizaron las imagenes de
todos los muestreos. La forma de la célula se aproximé con el modelo de cilindro
(6) o cilindro eliptico en caso de células deformadas (7); su altura se calcul6 como

el equivalente a una tercera parte del diametro (Foissner et al., 1999):
V=n (9)2 x4 (6)
3

Donde V (um3) es el volumen de la célula (cilindro) y d (um) su diametro,

0 bien

(7)
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Donde V (um?) es volumen de la célula (cilindro eliptico), a (um) y b (um) su largo

y ancho.

Para convertir el volumen basado en mediciones en QPS a volumen en vivo (8) se

utilizé una constante de 0.4 (Jerome et al., 1993):

\%4
Viivo = (()2:5 (8)

El contenido de carbon organico de las células del ciliado se estimo utilizando el

modelo alométrico (9) de Menden-Deuer y Lessard (2000):

CCili = 0.216 X V19'939 (9)

4.7 Tratamiento de datos

Todos los datos se ordenaron utilizando el software de Microsoft Excel, el cual se
utilizé para graficar la estratificacion de datos ambientales y bioldgicos. Para graficar
isolineas se utilizé programa Golden Software Surfer 6 aplicando el método de

triangulacion.

Se utilizd el programa estadistico Graph Pad Prism 10 (EEUU). Aunque se
intentaron diferentes pruebas estadisticas incluyendo las no lineales, en caso de
que resultara una correlacion significativa, la regresion lineal simple fue la indicada

para graficar la relacion.

En el caso de los volumenes de los microorganismos (tanto de las tricodinas como
de las picocianobacterias) se utilizo el diametro esférico equivalente (10) (revisado
en Sailley y Buitenhuis, 2014; Sailey y Klaas, 2014)

ESD = \/% (9)

Donde ESD (um) es diametro esférico equivalente y V (um3) volumen de la célula.

Por otro lado, las tasas de depredacién por Trichodina diaptomi, no presentaban
una distribucion normal-gaussiana, como puede suceder en el caso de poblaciones

de otras especies (Simek et al., 2000). El niamero de ciliados que no presentaron
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ninguna ingestion de FLB fue variable y en ocasiones alto, lo cual contrastaba con
la actividad de algunos, lo que puede reflejar el dafio producido al ciliado al
desprenderse de su hospedero-vector (Sramek-Husek, 1953). En literatura no

existe un método objetivo para resolver este problema.

Fue necesario aplicar otro tamiz de los datos: Ademas de utilizar el promedio y/o
mediana de todos los valores obtenidos, se utilizaron también los valores
restringidos de la parte de poblacidén activa en el experimento; no se tomaron en
cuenta las células con <2 FLB ingeridas, ya que se consideraron como un probable
error en el conteo. En las gréaficas se presenta la mediana de las tasas de toda la
poblacion analizada con su rango intercuartilico y mediana de las tasas de los
ciliados activos. El tratamiento mencionado no se acepta para la evaluacion del
balance de depredacién de la presa en el ambiente (Simek et al., 2000), sin
embargo, puede servir para el caracteristico y peculiar comportamiento de tricodinas
el cual consiste en la posible inactividad depredadora después del desprendimiento

de su hospedero (copépodos).
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5. RESULTADOS

5.1 Variables fisicoquimicas

De los muestreos que se llevaron a cabo mensualmente desde octubre de 2013
hasta febrero de 2015, en cada muestreo se estimaron las variables fisicoquimicas
del lago La Preciosa con la finalidad de conocer los gradientes de temperatura,

oxigeno disuelto, radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y clorofila a.

Tanto la termoclina como la oxiclina se ubicaban a profundidades casi constantes
durante los meses de muestreos en los que se realizd el experimento de
depredacion. La mezcla del lago fue evidente en el mes de febrero, y en el mes de

agosto se pudo observar la estratificacion plena del lago

5.1.1 Temperatura

La temperatura en la columna de agua (Fig. 5) en el mes de octubre de 2013 tuvo
un descenso aproximadamente a los 18 m de profundidad (termoclina), en el
epilimnion la temperatura registrada fue de 19.7°C y de 15.4°C en el hipolimnion.
En noviembre de 2013 la diferencia fue de dos grados entre el epilimnion (17°C) y

el hipolimnion (15°C), se presentd una termoclina a los 16 m (Fig. 4).

En el afio 2014 en los meses de marzo y abril se observé la estratificacién temprana,
donde la temperatura registrada fue constante, de 18.8 °C en el epilimnion,
mostrando la termoclina a los 16.4 m y se mantuvo constante en 14.6°C en el

hipolimnion, por lo cual en este mes se observo el inicio de la estratificacion.

Para junio de 2014 la temperatura del epilimnion se registré en 20°C, y en el fondo

14.7°C, la termoclina fue evidente a partir de los 10 m de profundidad.

La estratificacion bien establecida se observo en los meses de agosto y septiembre,
los registros de temperatura fueron muy parecidos; mostraron un registro de 19°C
en epilimnion y 15°C en hipolimnion, con una termoclina a partir de los 16 m de
profundidad. En el metalimnion, el rango de temperatura fue de 18°C a 15°C, el
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limite superior de la termoclina fue a los 16 m aproximadamente, con un limite

inferior aproximado de 20 m.

Durante la estratificacion tardia del lago, la temperatura se mantuvo constante hasta
los 22 m (18°C), donde se encontrd la termoclina, a partir de aqui la temperatura
disminuyo a 15°C aproximadamente, manteniéndose asi hasta el fondo, esto en el
mes de octubre. Para el mes de noviembre el decremento de temperatura se
observo a una profundidad de 28 m. El limite superior de la termoclina se localizé a

los 22 m y el inferior a una profundidad alrededor de 30 m.

Para febrero de 2015 se observo el lago mezclado, por lo cual la temperatura se

mantuvo constante (15°C) practicamente hasta el fondo (40 m).
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Figura 5. Isolineas de temperatura en el lago La Preciosa.

5.1.2 Oxigeno Disuelto (OD)

EI OD en el lago La Preciosa (Fig. 6) en octubre del afio 2013 el OD, en el epilimnion
fue de 7.0 mg L', en el metalimnion la concentracion maxima fue de 5.2 mg L, la

oxcilina se presentd a partir de los 16 m, el decremento de oxigeno fue visible a
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partir de los 20 m de profundidad, la anoxia se present6é hacia el hipolimnion del
lago. En noviembre del mismo afio el OD se mantuvo en 6.4 mg L' desde el
epilimnion hasta los 25 m donde se presentoé la oxiclina, para posteriormente pasar

a la anoxia a los 28 m de profundidad (Fig. 5).

En la estratificacion temprana del lago, el epilimnion presentd una concentracion de
OD de 7.3 mglL"', hasta aproximadamente los 11 m donde se observé un
decremento (oxiclina), el metalimnion presentd una concentracidn maxima de

oxigeno de 7.2 mg L, la anoxia se presenta en el hipolimnion del lago.

En la estratificacion bien establecida (agosto) la concentracion en el epilimnion fue
de un poco mas de 6 mg L', en ambos casos, la oxiclina se presento a los 14 m, el
metalimnion presenté una concentracién maxima de OD de 6.3 mg L' y la zona de

anoxia comenzo6 aproximadamente a los 18 m de profundidad (hipolimnion).

Durante la estratificacion tardia, la concentracion de OD se mantuvo en poco mas
de 6 mg L', en el epilimnion hasta los a los 21 m, donde se presentd la oxiclina,

hasta llegar a la anoxia, que se registré alrededor de los 22 m de profundidad.
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Figura 6. Isolineas de oxigeno disuelto OD en el lago La Preciosa.

5.1.3 Radiacién fotosintéticamente activa (PAR)
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Para la radiacion fotosintéticamente activa se observaron diferencias entre los
meses de muestreo (Fig. 7). Durante el periodo de mezcla la PAR penetraba a
profundidades menores, que durante la estratificacion ( el 1% de PAR se observaba
alrededor de 15 m). Durante la estratificacion de lago, 1% de PAR se ubicaba a una

profundidad entre 18 y 25 m.
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Figura 7. Isolineas de la PAR (radiacion fotosintéticamente activa) en el lago La Preciosa.

5.1.4 Clorofila a

Los picos de clorofila a (Fig. 8) reflejaron la posicién de la termoclina y la oxiclina
durante el periodo de estratificacién, donde la mayor concentracion se encontrd en
el piso de metalimnion, y disminuyé en el hipolimnion del lago, lo cual se denomina
maximo profundo de clorofila por sus siglas en inglés “DCM” (Deep chlorophyll
maximum). En el periodo de mezcla la concentracion de Chl a se mantuvo constante
a lo largo de la columna de agua. EI maximo de Chl a se encontré durante la

estratificacion plena del lago.
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Figura 8. Isolineas de clorofila a en el lago La Preciosa.

5.2 Picoplancton procarionte autotréfico (APP)

La abundancia de APP (Fig. 9) oscil6 entre 1.24x10%cél. mL-'y 9.06x10° cél. mL-",
encontrando generalmente una mayor abundancia en la zona del eplilimnion. En la
zona del hipolimnion fluctué de 1.10 a 8.85x10% cél. mL™", durante la mezcla, la
abundancia promedio fue de 3.35x10° cél. mL™", se registr6 un maximo en la
superficie que disminuy6 hacia la zona profunda del lago. El maximo fue de 7.57x10°
cél. mL™" a los 8 m de profundidad. Las abundancias durante este periodo oscilaron

entre 1.07 y 7.57x10° cél. mL™".

Durante la estratificacion temprana se registraron picos maximos de abundancia de
APP en el epilimnion y el metalimnion presentandose una disminucion de la
abundancia notoria hacia el hipolimnion. En este periodo el maximo valor de
abundancia registrado fue de 9.06 x 10% cél. mL"' que correspondié con el mes de

abril a la profundidad de 8 m

Para la estratificacion bien establecida se presenté un comportamiento decreciente

en la abundancia de APP de un promedio de 1.12x10°%cél. mL-".
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Figura 9. Abundancia de picocianobacterias en el lago La Preciosa.

5.3 Zooplancton y tricodinidos

Se realizdé un conteo de los copépodos Leptodiaptomus cf. sicilis (Barrera et al.,
2015), de los cladéceros Ceriodaphnia lacustris (Martinez-Chavez, 2010) y de los
ciliados de la especie Trichodina, para realizar una comparacion entre la abundancia

de las tres especies de organismos.

La mayor abundancia de tricodinas. se observé durante el muestreo prospectivo en
las muestras puntuales de la termoclina/oxiclina (hasta >1000 cél. L'"). En las
muestras tomadas con Schindler-Patalas, el maximo se registro en la estratificacion
temprana (meses de marzo y abril), y disminuy6 notablemente a partir de agosto
(estratificacion plena). Se observé que la mayor abundancia de tricodinas se
presento en el muestro de marzo a una profundidad de 15 m lo cual coincidié con la
termoclina y la oxiclina (Fig. 10) y, por el contrario, en los muestreos de octubre y

noviembre se presentd la menor abundancia.
Leptodiaptomus sicilis

Leptodiaptomus sicilis presenté la mayor abundancia en la estratificacion temprana
(>200 ind. L"), en el mes de marzo, a una profundidad de 16 m aproximadamente,

en la cual se encontro la oxiclina y la termoclina. De igual manera que en el caso de
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tricodinas la abundancia de estos copépodos es notablemente menos durante los
meses de octubre y noviembre, donde los conteos mostraron resultados de menos
de 20 ind. L.
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Figura 10. Abundancia de Trichodina diaptomi e isolineas de OD en la columna de agua

del lago La Preciosa.

Ceriodaphnia lacustris

A diferencia de los conteos obtenidos de tricodinas y de Leptodiaptomus, la
abundancia de Ceriodaphnia fue mayor a 32 m de profundidad, muy por debajo de
la termoclina y oxiclina, de igual manera, fue en la estratificacion temprana, en el
mes de marzo donde se encontrd el maximo (> 100 ind. L'') y se vio disminuida en

la estratificacion tardia, donde fueron contadas menos de 10 ind. L (Fig. 11).

En el caso de octubre y noviembre, aunque se llevé a cabo un muestreo y conteo
similar al de los otros meses la cantidad de zooplancton encontrada fue minima
(ocho copépodos, tres ceriodafnias, y no se encontraron tricodinas), aunque no

hubo una variacién notable en los factores fisicoquimicos.
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Figura 11. Abundancia de Trichodina diaptomi (cél. mL-"), Leptodiaptomus sicilis y Ceriodaphnia

lacustris (ind. L-') y picocyanobacterias APP (10*cél. mL-') en el lago La Preciosa.
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5.4 Descripcion morfoldgica de Trichodina diaptomi (Basson y Van As,
1991)

Utilizando las técnicas de impregnacién de plata especificas para ciliados QPS

(Fig. 12) y Klein (Fig. 13), las tricodinas encontradas en las muestras del lago La

Preciosa se identificaron como Unica especie Trichodina diaptomi (Sramek-Husek,

1953; Dogiel, 1940) de acuerdo con el criterio de Basson y van As (1991).

Figura 12. Trichodina diaptomi (impregnacion con protargol). Ac Cilios;

Ae Estriaciones radiales; Bd Denticulos; Be Estriaciones radiales.

Trichodina diaptomi es un tricodinido de tamafio mediano, cuerpo aplanado,
presenta un macronucleo en forma de C, con denticulos amplios y juntos con poco
espacio entre si, con forma de hoz con una cuchilla muy desarrollada y rayo con

punta afilada y redondeada, la parte central de la célula no es condensada (Fig. 13).

Los denticulos estan apretados, con pequefios espacios entre ellos, hojas
fuertemente desarrolladas, ocupando gran parte de los ejes Y. La superficie distal
de la hoja redondeada, extendiéndose casi por completo hacia eje Y-1 y encajando
en el siguiente denticulo. Conexidén de los rayos bien desarrollada, rayos
fuertemente desarrollados con puntas redondeadas, en su mayoria paralelos al eje

Y, sin tocar circulo central, apofisis radial presente (Fig. 14).
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Figura 13. Diferentes enfoques de Trichodina diaptomi (impregnacion de Klein).
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Figura14. Esquema de los denticulos de
Trichodina diaptomi; hospedero

Leptodiaptomus sicilis (original)

5.5 Experimento de depredacion in situ

Al realizar los conteos de picocianobacterias marcadas ingeridas se observd que
los ciliados siempre contuvieron bacterias durante el experimento de depredacion
(Fig. 15), resultando asi los promedios de la tasa de alimentacion maxima (Umax)
entre 1300 y 2000 cél. cél."'"h-! (Tabla 1). Para los meses de octubre y noviembre,
no se encontraron ciliados en el experimento de depredacion. En febrero de 2014
se llevo a cabo nuevamente el experimento de depredacion, pero la cantidad de

ciliados encontrados fue minima y estos no presentaban bacterias ingeridas.
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Figura 15. Epifluorescencia de Trichodina diaptomi con picocianobacterias en sus vacuoloas:

A DAPI (cubo A); B autofluorescencia (cubo Y3); C fluorescencia de las marcadas (cubo 13);

D estructuras del ciliado (cubo de triple combinacidn; microscopio Leica DMLB)

Tabla 1. Promedios de tasa de filtracion F y tasa de alimentacién U de Trichodina diaptomi.
Los maximos Fmax ¥ Umax representan los promedios de las capas (*la profundidad unica).

F U profundidad F max Umax
Fecha nL cél.”’'h""  cél. cél.”'h"’ m nL cél.’'h""  cél. cél.-"'h"

17/10/2013* 1757 472 20* 1757 472
14/11/2013* 1408 782 27 1408 782
01/03/2014 1547 338 36 4156 1326
26/04/2014 442 540 8 744 1365
29/06/2014 1726 1483 8 2185 2004
27/08/2014 3548 1051 20 7557 1782
24/09/2014 1517 338 20 6425 1432
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La mediana de las tasas de filtracién y de alimentacién en la columna del agua a lo
largo del ano se pueden observar en las graficas (Figs. 16, 17). Desde octubre de
2013 hasta junio de 2014, la mediana de las tasas de filtracion por muestreo se
ubico a >103 nL cél.”'h-! con valores maximos de células activas >2000 nL cél.”" h-"
en mayo Y julio. Sin embargo, desde el mes de mayo aumentd el numero de las
células inactivas. En septiembre, la mediana de la tasa de filtracion ya se ubicé en
cero. Por otro lado, la tasa de filtracion de las células activas disminuyd, aunque
aumentd un poco en septiembre. Para los meses de octubre y noviembre, no se
encontraron ciliados en el experimento de depredacién. En febrero de 2015 se
llevd a cabo nuevamente el experimento de depredacion, pero la cantidad de
ciliados encontrados fue minima y estos no presentaban bacterias ingeridas (no

incluido en las graficas).
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Figura 16. Tasa de filtracion F (nL cél. cél.-th-' de T. diaptomi durante el ciclo anual. Mediana y el

rango intercuartilico de la poblacion; mediana entre los ciliados activos en ingestion.
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Se evaluo la tasa de alimentacion de las tricodinas, estimando la ingestion de
células de picocianobacterias por unidad de tiempo, basandose en la abundancia
de presa (Fig. 17). Los valores mas altos se observaron en el mes de noviembre
con casi 100% de las tricodinas activas, sin embargo, el mayor valor de alimentacion
dentro de la poblacibon activa se observdé en abrii (700 vy
1500 cél. cél.”' h', respectivamente). En los siguientes muestreos, la actividad
depredadora disminuyé y desde septiembre la mediana de la alimentacion en la

poblacion fue de cero.
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Figura17. Tasa de alimentacién de Trichodina diaptomi U( cél. cél.! h-') durante el ciclo anual.

Mediana y el rango intercuartilico de la poblacion; mediana de los ciliados activos en ingestion.

Utilizando las biomasas individuales de picocianobacterias (Gonzalez-Flores, 2017)
se evalud la alimentacion de T. diaptomi a partir picocianobacterias expresada en
carbono organico (Fig. 18). Los valores de la tasa se ubicaron >60 pg cél.”"h-"
llegando a su maximo >100 pg cél."h' durante mayo, pero después bajaron

drasticamente
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Figura18. Tasa de alimentacion de Trichodina diaptomi expresada en carbono organico
U (pg cél.”'h") durante el ciclo anual. Mediana y el rango intercuartilico de la poblacién; mediana

de los ciliados activos.

En el muestreo de noviembre de 2013, el valor de carbono ingerido por tricodinas
fue elevado (90 pg C cél.”"), esto, Unicamente en la capa de termoclina, sin embargo
en marzo de 2014, durante la estratificacion temprana, se encontraron valores aun
mas elevados (241 pg C cél.”"), a la par con mayor abundancia de pico-
cianobacterias. Por otro lado, la mayor actividad de alimentacion, expresada como
tasa de filtracion en junio, no se reflejé en mayor tasa de alimentacion, esto debido
a la decreciente biomasa de picocianobacterias en la columna de agua.
Generalmente, la tasa de alimentacion disminuia con la profundidad y con el
oxigeno disuelto. Sin embargo, en el fin de temporada, las tricodinas activas se
encontraron unicamente a la profundidad de termoclina, la cual coincidia con la

disminucién del oxigeno disuelto.

Al graficar las tasas de alimentacion vy filtracidn contra las variables limnolégicas
encontramos que la profundidad de 8 m aparentemente no presenta un

comportamiento de acuerdo con el resto de la base de datos, especialmente antes
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del establecimiento de la estratificacion. Eliminando estos datos de los muestreos
de marzo y abril 2014 se obtuvieron correlaciones de la tasa de alimentacion con
las variables limnoldgicas significativas, aunque la tasa de filtracion mostrd un
comportamiento completamente independiente. Los valores estadisticos
(coeficiente de correlacién de Pearson y la probabilidad) se presentan en la tabla
(Tab. 2).

La tasa de alimentacion se incremento significativamente (P<0.01) con la
profundidad de donde fue obtenida la muestra. La correlacion negativa se observo
con la temperatura (P< 0.05), pero no se obtuvo una correlacion significativa con el

oxigeno disuelto (Fig. 19).

Ya que el calculo de la tasa de alimentacion depende tanto de abundancia de
laspicocianobacterias, como de la biomasa de célula, calculamos las
correlaciones. La tasa de alimentacion refleja el contenido de carbono organico,
normalizado para la regresion lineal como diametro equivalente a esfera
(P<0.0001).
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Figura 19. Correlacion de la tasa de filtracion F (nL cél.'h'') y la tasa de alimentacién en
carbono organico U (C) (pg (C) cél.”'h-") de Trichodina diaptomi con: A Profundidad (m);
B temperatura T (°C) y C oxigeno disuelto OD (mg L).
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Tabla 2. Coeficiente de correlacion y regresion lineal entre las variables limnolégicas y la abundancia y tasa de
alimentacién de Trichodina diaptomi.

Donde * probabilidad < 0.05, ** < 0.01, *** <0.001, **** < 0.0001

L. sicilis Profundidad
' ' T°Cvs. U(C) DO vs. U(C) APP vs. U(C) APP (C) vs. U(C) ESD vs. U(C)
vs. T.diaptomi vs. U(C)

Pearson r 0.8557 0.6361 -0.4303 0.4003 0.5579 0.7696 0.8129
Regresion lineal
P (dos colas) <0.0001 0.0015 0.0456 0.0526 0.0057 <0.0001 <0.0001
P resumen del *kkk *% * ns *% *kkk *kkE
valor
Significancia
Si Si Si No Si Si Si
(p= 0.05)
n 54 22 22 24 23 25 22
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5.6 Tasa especifica de crecimiento

Segun el volumen de las tricodinas y la temperatura del ambiente (15 a 17°C), la tasa
especifica de crecimiento se ubico en promedio entre 0.92 'y 1.11 d', la mediana oscilé entre
0.91y 1.10 d", lo que significa que los tiempos de generacién fueron de 15 a 18 h. Segun la
distribucion de volumenes (Fig. 21), mas de 60% de tricodinas presentan los parametros

arriba mencionados.

1.5 ' . ‘ ' ' ' ‘ ——30%
O
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Figura 21. Tasa especifica de crecimiento de Trichodina diaptomi calculada de su volumen de célula y la
temperatura por categorias de ESD (diametro equivalente a esfera); distribucion (%) de tallas de
Trichodina diaptomi (ESD)
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5.7 Interacciones bidticas

5.7.1 Tricodina-copépodo

Como se puede observar en la figura (Fig. 22A), la abundancia de las tricodinas
aparentemente acompafaba la de los diaptomidos (Fig. 22B). Aunque APP presentan un
maximo de abundancia en mayo, su biomasa (carbono organico) gradualmente disminuye
desde febrero, junto con la desaparicion tanto de copépodos como de las tricodinas hacia el

fin de afio. En la Fig. 23 podemos observar a las tricodinas cerca y sobre los copépodos.

300 — 0.6
o == Trichodina diaptomi
’\ == L. sicilis

v, 200 ; ‘A O == C. lacustris - 0.4
= \/
L £ W Ao | W S —APP(C) ... ! -
- 0 /- PSP N |
g g w0 o 02 € o
s 3 N/ 3
SRR - 0.15 © O
Q 2 -
g O | / Gy
S 9 | O <
~ 5 90 ‘ - 0.1 <

k%)

= E\ - 0.05
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O O—O
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Figura 22. Trichodina diaptomi (cél. mL"), Leptodiaptomus sicilis, Ceriodaphnia lacustris

(ind. L") y APP (10cél. mL-'y ) durante el ciclo anual en el lago La Preciosa.
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Figura 23. Trichodina diaptomi sobre la superficie de copépodos. A epifluorescencia (DAPI,

autofluorescencia de pigmentos fotosintéticos); B, C contraste de fases.




La correlacion significativa (P<0.0001) se ha comprobado entre la abundancia de T. diaptomi

y L. sicilis mientras que abundancia de C. lacustris fue independiente (Fig. 24).
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Figura 24. Abundancia de Trichodina diaptomi (cél. mL-") en funcién a abundancia de Leptodiaptomus sicilis y

Ceriodaphnia lacustris (ind. L-).

5.7.2 Balance de depredacién de picocianobacterias

Se analizé el balance de depredacion de picocianobacterias por T. diaptomi vs. su tiempo de

generacion aproximado por su volumen celular y la temperatura (Tabla 3).

Para los calculos se utilizé la mediana del biovolumen de T. diaptomi (28,300 ym3cél.”") y
temperaturas de las respectivas capas de muestreo. El carbono organico adquirido durante

el tiempo de generacién se compardé con el carbono organico aproximado de la célula (3270

pg cél. ).
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Tabla 3. Depredacién de picocianobacterias por T. diaptomi

APP U activos Tiempo de Ingestion en tiempo de generacion
Z T ob ESD C orgenica mediana promedio DE u generacion mediana promedio
Fecha m °C mgL! Mm  pgcél’ pg cél.1h-" d- h pg (C) %  pg(C) %
17/10/2013 20 175 0.5 1.220 0.191 100 104 50 1.15 14.4 1302 40% 1436 44%
14/11/2013 26 16.5 5.1 1.166 0.161 111 126 48 1.06 15.7 1978 60% 1741 53%
01/03/2014 8 16.0 7.7 1.481 0.322 123 145 63 1.01 16.5 2394.1 73% 2033 62%
01/03/2014 16 149 6.9 1.247 0.203 89 99 40 0.90 18.5 1757.6 54% 1653 50%
01/03/2014 24 146 6.5 1.287 0.223 142 165 73 0.87 19.0 2697.8 82% 2698 82%
01/03/2014 32 145 6.1 1.243 0.201 111 132 81 0.86 19.2 2535.6 77% 2145 66%
01/03/2014 36 144 5.8 1.201 0.182 216 228 69 0.86 19.3 4399.1 134% 4185 128%
26/04/2014 8 179 7.4 0.811 0.056 171 186 86 1.19 14.0 1063.6 32% 2393 73%
26/04/2014 24 149 2.6 0.929 0.081 0 0 0 0.91 18.3 0.0 0% 0 0%
26/04/2014 32 148 1.6 0.939 0.095 61 61 0 0.89 18.7 401.5 12% 1124 34%
26/04/2014 39 14.7 0.0 1.032 0.115 71 106 71 0.88 18.8 1056.1 32% 1320 40%
26/06/2014 8 20.0 7.3 0.818 0.057 45 38 18 1.42 11.7 3455 1% 531 16%
26/06/2014 13 18.7 59  0.812 0.056 35 29 10 1.27 13.1 283.4 9% 453 14%
26/06/2014 17 16.9 1.8 0.794 0.053 19 17 6 1.10 15.2 240.1 7% 288 9%
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6. DISCUSION

6.1 Temperatura

Al observar las figuras de temperatura/profundidad durante el afio 2014, el lago La
Preciosa presenta un patron monomictico calido de acuerdo con Lewis (1983);
asociado al invierno hemisférico que coincide con la temporada seca fria, un periodo
de mezcla y una estratificacion estable el resto del afio (Hutchinson y Loffler, 1956).
Durante el presente estudio se observé la estratificacion térmica estable con la
separacion de las masas de agua en: epilimnion, metalimnion e hipolimnion. Esta
clasificacion coincide con estudios previos realizados en La Preciosa (Marcos-
Benitez y Reyes-Rodriguez, 2012; Benitez y Contreras, 2016; y Gonzalez-Flores,
2017).

La misma dinamica térmica se registra en los lagos crater cercanos, tales como
Alchichica (Oliva et al., 2001; Pérez y Rivera, 2011) y Atexcac (Macek et al., 1994;
Arellano y Gonzalez, 2011).

6.2 Oxigeno disuelto

Se corrobord una estrecha relacion entre termoclina y oxiclina en las diferentes
etapas de la estratificacion. La oxiclina estuvo acoplada a la termoclina durante la
estratificacion bien establecida, y durante la estratificacion tardia estuvo por debajo

de la termoclina.

La Preciosa muestra un patrén de curva clinograda (Wetzel, 2001), esto se refiere
a que el epilimnion presenta una saturacion de OD durante la estratificacion, de
acuerdo con perfiles verticales obtenidos de este lago, el oxigeno tiende a la
saturacién debido probablemente al florecimiento de algunos productores primarios
del fitoplancton (Vinner-Mozzini et al., 2003).

En el hipolimnion, en esta misma etapa de estratificacion el oxigeno se va agotando
debido a la oxidacion de la materia organica, el hundimiento de organismos muertos

y la respiracién heterotrofica bacteriana (Fuhrman y Azam, 1982).
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Este comportamiento de un estado de anoxia durante la estratificacion, se ha
encontrado en lagos monomicticos calidos tropicales y se conoce como déficit de
oxigeno hipolimnético y se presenta en los lagos a pesar de ser poco productivos
(Lind, 1985; Lewis, 2002). Es un comportamiento observado en lagos monomicticos
calidos, como resultado de meses de estratificacion, lo que favorece la acumulacién
de materia organica detritica conforme el tiempo avanza y en consecuencia el

consumo de oxigeno.

La Preciosa es un lago clasificado como dulceacuicola, pero con valores de
salinidad cercanos a las condiciones hiposalinas, por lo que la solubilidad del
oxigeno disminuye, ya que la solubilidad del gas esta inversamente relacionada con
la salinidad, a menor concentracion de sales, mayor sera la solubilidad en la

columna de agua (Wetzel, 2001).

En los cuerpos de agua con estratificacion estacional e hipolimnion anéxico, como
lo es el lago La Preciosa, las comunidades microbianas anaerobias que se
desarrollan estan compuestas de bacterias, arqueas heterotrofas y protozoos, ya
que estos organismos completan su ciclo de vida bajo condiciones andxicas
(Fenchel et al., 1990), en este lago se han observado altas abundancias de

bacterias fotosintéticas anoxigénicas por debajo de la oxiclina.
6.3 Clorofila a

La Preciosa se clasifica como un lago oligotréfico de acuerdo con las
concentraciones de Chl a maximas debajo de 4 ug L-'. Su desarrollo anual se apega
al régimen térmico de un lago monomictico calido, con concentraciones de Chl a
mayores a 1 ug L' durante mezcla, menores a 0.5 ug L' en el hipolimnion durante
estratificacion y con el maximo profundo de Chl a debajo de metalimnion. El lago
cercano Alchichica presenta el desarrollo parecido, sin embargo, con valores de
Chl a superiores. Al igual que el lago en el estudio de Carcamo (2017), las
concentraciones de Chl a coinciden con el presente estudio, ya que en el periodo

de mezcla del lago es donde se encuentran mas homogéneas a través de la
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columna de agua, aunque no hubo un cambio significativo, es decir no presenta

diferencia interanual como lo refiere Gonzalez-Flores, 2017.

La clorofila presenté una tendencia de acumularse debajo de la termoclina durante
la etapa de estratificacion (formando maximo profundo de clorofila DCM). Este
comportamiento ha sido observado en muchos lagos (Gervais, 1997; Padisak et al.,
1997; Padisak y Reynolds, 2003), y también en los lagos vecinos a la Preciosa como
Atexcac (Macek et al., 1994) y Alchichica (Vilaclara et al., 2022).

Diferentes factores como la hidrodinamica del lago, los periodos de estratificacion y
mezcla, asi como los florecimientos de cianobacterias y diatomeas son causantes
de las oscilaciones en las concentraciones de Chl a, ademas de la profundidad
hasta donde penetra la luz, por la disponibilidad de esta y de nutrientes. Se ha
documentado que la formacién de los DCM puede estar relacionada con la
formacion de zonas delimitadas en la columna de agua, por luz, los nutrimentos, y

la estabilidad de la estratificacion (Padisak y Reynolds, 2003).
6.4 Picoplancton procarionte autotrofo (APP)

Durante la mezcla la mayor abundancia se registr6 en los primeros 8 m de
profundidad, por lo que se cree que como estrategia para permanecer en una zona
donde hay mayor valor de PAR, forman agregados coloniales asociados por medio
de mucilagos, que les permite tener una mayor flotabilidad (Marcos y Reyes 2012;
Benitez y Contreras 2016); ademas tienen la facultad de llenar o vaciar sus vacuolas
con gas y con esto logran tener una baja tasa de hundimiento (Reynolds 2006;
Macek et al., 2009).

En la estratificacion temprana, al igual que en el estudio de Benitez y Contreras
(2016), los maximos de abundancia se encontraron en el epilimnion, una distribucion
esperada si se toma en cuenta la disponibilidad de luz con la que cuentan los
estratos superiores de la columna de agua. Esta abundancia es consistente con los
maximos encontrados de L. sicilis, y a su vez sabemos que T. diaptomi y este
copépodo siempre fueron encontrados juntos, lo cual es una las estrategias de los

copépodos de migrar hacia donde hay una mayor distribucion de alimento,
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asegurando asi supervivencia, crecimiento y reproduccion (Williamson et at. 2011),
pero no es la unica estrategia, ya que depende de otros factores como el OD, la

temperatura, y mayormente evitar al depredador.

En La Preciosa, durante la estratificacion bien establecida se presenté un
comportamiento decreciente en la abundancia de APP, mostrando un promedio de
1.12x10°% cél. mL™". Encontrando una mayor abundancia generalmente en la zona
del eplilimnion. En la zona del hipolimnion fluctu6 de 1.10 a 8.85x105 cél. mL™". Si la
zona eutrofica esta por debajo de la termoclina se encuentra una condicién muy
favorable para el APP, ya que es donde se presenta una acumulacion de nutrientes
por el gradiente de densidad en el momento en que la termoclina se encuentra por
debajo del 1% de PAR (Camacho y Miracle, 2003). En general la abundancia de
APP fue mayor durante la mezcla y al inicio de la estratificacion, ya que la densidad
de este depende, ademas de los nutrientes, de la actividad de los depredadores
(Pernthaler et al., 1996), ya que en el lago La Preciosa los cladéceros y los

copépodos son los principales consumidores de fitoplancton, en estas etapas.

Por otro lado, aplicando la biomasa individual de las APP y calculando su biomasa
de carbono organico, su desarrollo presenta diferente patron (Fig. 11). Desde
febrero 2014 es aparente la disminucion gradual de la biomasa de APP, el maximo

de abundancia en mayo 2014 tampoco refleja un aumento de la biomasa.

La distribucion de la abundancia de los microorganismos y actividad dentro de la
columna de agua, fue aparentemente afectada por procesos fisico-quimicos en el
lago (mezcla, posicion de la termoclina y oxiclina) y procesos conectados con el
crecimiento y decaimiento de los productores primarios. La distribucion bacteriana
heterogénea estuvo aparentemente conectada con la materia particulada

observada en la columna de agua (Macek et al., 1994).
6.5 Zooplancton y tricodinas

La importancia ecoldgica del zooplancton esta relacionada con diversos procesos
como el reciclado de nutrientes o la canalizacién de energia desde el fitoplancton,
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hacia niveles troficos superiores, es por eso que su analisis cualitativo resulta

fundamental.

Los organismos clasificados como zooplancton que se analizaron en este estudio
fueron copépodos y cladéceros. La especie de copépodo encontrada fue
Leptodiaptomus cf. sicilis catalogado como un copépodo calanoide (Barrera-Moreno
et al., 2015) y la especie existente de cladécero en el lago La Preciosa es
Ceriodaphnia lacustris (Martinez-Chavez, 2010). Estos crustaceos fueron el
componente principal del zooplancton en La Preciosa, mostrando la mayor
abundancia en los primeros 20 m de profundidad (>200 ind. L"), esto coincide con
el estudio realizado por Martinez-Chavez (2010), donde la mayor abundancia de
estos crustaceos se observé en el mismo rango de profundidad antes mencionado.
Sin embargo una diferencia que se encontré es la abundancia de copépodos, ya
que en el presente estudio, es mayor en la estratificacion temprana disminuyendo
en la estratificacion bien establecida y tardia. Cabe mencionar que en este estudio,
se tomaron las muestras especificamente en las capas donde se espera la
concentracion del zooplancton, a lo que se deben las abundancias encontradas,

incluyendo el calculo de promedio ponderado en la columna.

A diferencia de Ceriodaphnia lacustris, la especie Leptodiaptomus sicilis tuvo una
mayor abundancia en la estratificacion bien establecida, lo cual difiere con el estudio
de Martinez-Chavez (2010), ya que en esta etapa la abundancia del cladécero fue
muy baja. Debido a los factores como la iluminacion, disponibilidad de alimento,
condiciones hidrologicas y escape de los depredadores, la ubicacion de estos
organismos en la columna de agua puede cambiar (Ringelberg, 1999; Hays, 2003;
Williamson et al., 2011).

De acuerdo con la temperatura en la que se encontré la mayor abundancia de
zooplancton (15°C), podemos observar que es posible que se cumpliera el concepto
de refugio térmico (Wright y Shapiro, 1990), en el que el mesozooplancton migra a
una region en la columna de agua fuera de la preferencia o tolerancia térmica de los
peces. El principal depredador de zooplancton en el lago La Preciosa es Poblana

letholepis, especie de charal endémica, cuya alimentacién incluye entre otros
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organismos a copépodos y cladoceros (Flores- Negrete, 1999). La temperatura
optima de los charales es entre los 19 y 15 °C, pero pueden encontrarse en
temperaturas menores, dependiendo de la temporada del afio y la disponibilidad de
alimento. En las observaciones de Woolrich-Pifia et al (2012) en el lago Alchichica
sobre Poblana alchichica, concluyeron que la distribucién de estos organismos no
esta relacionada con la temperatura, pero aun asi solo fueron encontrados en un
rango de entre 16 a 18 °C, en contraste del zooplancton, el cual ha sido observado

incluso a temperaturas por debajo de los 15 °C.

Laluzyla RUV (radiacion ultravioleta) son otras de las condiciones hidrologicas que
afectan la posicidn del zooplancton, este migra hacia abajo de la columna de agua,
donde la intensidad de luz es demasiado baja para la visualizacion eficiente del
depredador. La migracién vertical diaria de los organismos implica, ademas de
moverse. el huir de depredadores y evitar los danos por UVR. Aunque no se espera
una correlacion entre los valores de concentracion de Chl a, que indican la
disponibilidad de recursos para el crecimiento de L. sicilis, los picos de Chla
coincidieron en la estratificacion con la mayor abundancia de este copépodo. En
relacion con PAR como un indicador de riesgo para la depredacion visual, el 1% de
la radiacion que llega a la superficie del lago se midié durante la estratificacién entre
los 18 y 20 m de profundidad, aunque por debajo de esta profundidad aun se
encontraba L. sicilis, lo que podria implicar su migracion diaria (Wright y Shapiro,
1990; Kessleret al., 2008; Hylander y Hansson, 2013; Lampert, 1989). Cabe
mencionar que no poseemos los datos de distribucion de los organismos durante la
noche, por lo que cuando hablamos de DVM, nos referimos a su distribucion durante

las horas luz.

Aunque C. lacustris no se encontrd con la misma abundancia que L. sicilis, estuvo
presente en casi todos los meses de muestreo excepto durante la estratificacion
bien establecida (agosto), igual que menciona Martinez-Chavez (2010) la
abundancia de este claddcero al inicio de la estratificacion se encontrd distribuida
en toda la columna de agua, ubicandose desde los 8 hasta los 32 m de profundidad.
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En relacién con el OD, encontramos copépodos y cladéceros a lo largo de la
columna de agua, sobre todo en la oxiclina, incluso en el area hipoxica: sin embargo
los peces pueden mostrar mas sensibilidad a la hipoxia que el mesozooplancton,
las tolerancias exactas de los peces a la hipoxia varian entre especies, p. e. algunos
peces estuarinos pueden sobrevivir por 24 horas a concentraciones de OD de 1
mg L' (Shimps et al., 2005)

La mayoria de las especies de peces evitan zonas donde el OD esta por debajo de
2-4 mg L' (Suthers y Gee, 1986; Eby y Crowder, 2002; Klumb et al., 2004; Stanley
y Wilson, 2004); en contraste, algunas especies de metazooplancton pueden tolerar
OD entre 1y 2 mg L™, con concentraciones letales para dafnias y copépodos entre
0.3y 1.0 mg L' (Weider y Lampert, 1985; Lass et al., 2000).

Como resultado de esta evitacion diferencial y tolerancia, los peces pelagicos y el
metazooplancton pueden tener diferentes respuestas a condiciones hipdxicas. Por
ejemplo, el fondo hipdxico puede mostrar un reducido acceso a peces planctivoros
para el fondo que tiene luz tenue o es oscuro y generalmente es usado como refugio
contra peces piscivoros durante el dia (Appenzeller y Leggett, 1995; Taylor et al.,
2007; Constantini et al., 2008).

Asi, estos peces planctivoros son forzados a residir mas arriba en la columna de
agua (en o cerca de la oxiclina) o a moverse horizontalmente en las regiones
adyacentes a una concentracién alta de OD, lo cual puede reducir potencialmente

la capacidad para acceder a una temperatura optima y a sus presas.

La especie de ciliado Trichodina diaptomi, fue observada en las muestras siempre
con L sicilis, la correlacion lineal obtenida en el tratamiento estadistico (P<0.0001)
corrobora esta asociacion. Se encontraron distribuidos a lo largo de la columna de
agua, su mayor abundancia coincidié con la termoclina y la oxiclina, pero también
se encontré en zonas hipdxicas y anodxicas del lago. Se ha argumentado que la
temperatura no afecta directamente la distribucién de tricodinas, pero se han
encontrado en cantidades mas altas a mayores temperaturas (Hansen, 1992), y

ademas los niveles bajos de oxigeno pueden favorecer su reproduccion.
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Se han reportado gradientes importantes en la diversidad y abundancia de los
ciliados, que parecen estar relacionados con la distribucion de sus presas y con
variables fisicoquimicas como la concentracion de OD y la PAR (Fenchel, 1986b;
Beavery Crisman, 1989; Balsieiro et al., 2004; Jacquet et al., 2005). En La Preciosa,
la desaparicion gradual de T. diaptomi se correlaciona significativamente con la
disminuciéon de biomasa celular de las picocianobacterias, lo que significa la
disminucién de la disponibilidad de carbono organico para la alimentacion del
ciliado. Todavia en el mes de octubre de 2014, la disponibilidad de recurso de

alimentacion estaba muy por debajo de los valores observados el aiio anterior.
6.6 Descripcion morfolégica de la especie Trichodina diaptomi

Trichodina diaptomi se ha reportado sobre la superficie de copépodos. Ha sido
registrada en Sudafrica (Basson y Van As, 1991) y Australia, en el hemisferio sur.
Los otros registros son de Europa y Asia (Green y Shiel, 2000), asi como también
en Botswana. T. diaptomi se ha distribuido en América del Sur, no se sabe si por
actividad humana o de alguna otra manera, ya que es interesante que la misma

especie este tan ampliamente distribuida alrededor del mundo (West et al., 2016).

Se observaron diferencias entre los datos morfolégicos y morfométricos reportados
en otros copépodos (Tabla 4). A pesar de estas diferencias, los resultados obtenidos
estan dentro de los rangos que proponen Basson y Van As (1991). De acuerdo con
la identificacion del organismo, los organismos de La Preciosa corresponden con T.

diaptomi.

A lo largo de los afios varias especies de tricodinidos fueron considerados las
mismas entidades, aunque algunas fueron identificadas como diferentes
subespecies de Trichodina domerguei, las cuales presentaban caracteristicas
similares a los tricodinidos encontradas sobre calanoides; tal es el caso de Dogiel
(1940), quien reporté un tricodinido de un copépodo. Haider (1964) coloco estos
tricodinidos de calanoides, como subespecies separadas, pero fue en 1991 cuando
Basson y Van As reevaluaron a las especies de Trichodina de copépodos y
concluyeron que todas las especies aisladas de copépodos planctonicos, excepto
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las reportadas por Chen (1963), deben ser conespecificas con T. diaptomi.

Y+1 Y Y-1

Figura 25. Comparacion de denticulos de Trichodina diaptomi, que habitan sobre copépodos
calanoides. A, B) Boeckela fluvialis (Australia), C) Metadiaptomus meridianus (Sudafrica), D)
Eudiaptomus zachariasi (Polonia) E) Diaptomus vulgaris (Republica Checa), F) Sinodiaptomus sarsi
(China), G) Leptodiaptomus sicilis (México). Esquemas A, B, C, D, E, Y F, fueron tomados de Green

y Shiel, 2000. G) Esquema de T. diaptomi del presente estudio (original).

Investigaciones recientes sobre tricodinas, las cuales incorporan los métodos
moleculares, ponen en duda varias especies morfologica y ecolégicamente bien
definidas. T. diaptomi es muy parecida a T. acuta en sus caracteristicas
morfolégicas (West et al.,, 2016). En México se ha registrado T. acuta
frecuentemente (Aguilar-Aguilar e Islas-Ortega, 2015; Islas-Ortega et al., 2020).
Basson y Van As, 1991 utilizaron como caracter diagndstico su alta especificidad
hacia copépodos plancténicos como hospedero, sin embargo, la mayoria de las

tricodinas muestran una baja especificidad hacia estos copépodos.
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Recientemente Wang et al (2020) sugirieron que T. diaptomi y T. acuta son la misma

especie, debido a las similitudes morfologicas entre ellas.

De Oliveira et al., 2020, reportaron una especie de Trichodina encontrada en
copépodos semejante a T. diaptomi, pero su secuencia SSU rDNA, compartié una
identidad del 100% con T. acuta, solo con ligeras divergencias en la morfologia
general de sus denticulos, e incluso en el tamano, por lo tanto, sugirieron que

T. diaptomi es conespecifica con T. acuta.

Bajo esta nueva perspectiva taxondmica, se puede mencionar que T. diaptomi se
puede encontrar en, peces, copépodos y renacuajos, ya que ha sido reportada en
estos organismos; En 1963 Chen reportd esta especie de tricodinido asociada a
copépodos plancténicos y realizé experimentos de infestacion, en los que logro
transferir esta especie de Trichodina a diferentes especies de carpa, y viceversa.
Asmat (2004) reporté T. diaptomi en peces, con todo lo cual se refuerza lo
mencionado anteriormente acerca de la baja especificidad del hospedero, también
reportada por Arthur y Lom (1984). Cabe mencionar que la identificacion de esta
especie de Trichodina, en organismos que no son copépodos no implico técnicas
moleculares, solo morfolégica y morfométricamente se llegoé a la conclusion de que
es T. diaptomi. Debido a esto es muy probable la teoria de un polimorfismo de
Trichodina, aunque aun no hay informaciéon concluyente, pues se observan
variaciones en las caracteristicas morfométricas y morfolégicas generales. Algunos
autores sugieren que estas variaciones pueden estar relacionadas con diferentes

hospederos, o incluso con la estacionalidad (West et al., 2016).

Los estudios moleculares (Wang et al., 2020) plantean debates acerca de la

especificidad del hospedero, la ecologia y biologia de este ciliado.

Una de las dudas que se ha generado en cuanto a la asociacion de este tricodinido
con los copépodos calanoides es el dafio que le pueda causar a su hospedero, pero

no hay una evidencia concluyente (Green y Shiel, 2000).

Silva- Briano et al., 2022 afirmaron que Trichodina diaptomi utiliza varias especies

de zooplancton como medio de transporte (foresia); esto se observé en el estudio
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realizado por dichos autores en Aguascalientes en 2011 en el que observaron a
tricodinas en copépodo. De acuerdo con sus observaciones, concluyen que no

causaron un dafo relevante en el caparazén de los calanoides.

Green y Shiel (2000) observaron con un aumento de x 400, la superficie de
copépodos, con el objetivo de determinar si habia algun dafio causado por el disco
adhesivo, pero no encontraron evidencia de tal daio; concluyeron que a corto plazo,
incluso con altas abundancias de T. diaptomi, parecia no verse afectada la
alimentacién o nado de los copépodos. Sin embargo, a largo plazo los epibiontes,
pueden tener efectos acumulativos en la reproduccion, locomocion y por ende en la

supervivencia de sus hospederos (Willey et al., 1990).

En el presente estudio, aunque no se realiz6 una observacion detallada de la
superficie de los copépodos, se apoya la teoria de que son utilizados como
transporte para las tricodinas para acceder a las areas donde hay una mayor
cantidad de alimento disponible, llevados ahi de manera indirecta por la migracion
vertical diaria que realiza el copépodo como mecanismo de evitacion de los
depredadores, ademas de que las tasas de alimentacion y filtracion de T. diaptomi

indican una actividad bacterivora de este ciliado.
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Tabla 4. Comparacion de datos biométricos de T. diaptomi, obtenidas de diferentes especies de copépodos.

Localidad

Hospedero

Referencia

Numero de
organismos
Diametro de la
célula (um)
Diametro del disco
adhesivo
Didmetro del anillo
denticular (um)
Numero de
denticulos
Numero de
estriaciones
radiales
Ancho de
membrana (um)

Cuchilla (um)

Sudafrica

Metadiaptomus

meridianus

Basson y Van

As, 1991

27

415,44

33.8,3.5

19.6, 2.3

18

3.8,0.7

3.8,0.7

Australia

Boeckella

fluvialis

Green y Shiel,

2000
50

43.6,3.2

35.9,2.8

20.1,3.5

17

3.6, 0.7

4.4,0.04

México
Mastigo-

diaptomus

albuquerquensis

Silva-Briano,

2011
20

40.4

34.5

19.8

22

29

Botswana

Metadiaptomus

travalensis

West et al.,2016

30

459,29

36.9,2.5

211,19

18

4.3,0.3

42,04

Sudafrica

Metadiaptomus

meridianus

West et al.,

2016

34

413,22

33.1,2.3

18.1,1.4

18

5.0,0.6

3.5,04

México
Leptodiaptomus
sicilis
Este
estudio
23
39.9, 8.0
36.0,7.6

25.9,6.5

18

3.89,0.8

34,13
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Longitud del
denticulo (um)
Span (um)
Parte central (um)
Rayo (um)
Forma de

macronucleo

6.2,0.8
2,04
44,08

Forma de C

6.2,3.2
2,03
49,07

Forma de C

5.72

6.28

Forma de C

6.3,0.6

11.4,0.8
24,03
5,0.60

Forma de C

5.5,0.6

10.4,0.8
22,03
4.6, 0.6

Forma de C

5.7, 2.1

10, 3.3
29,09
57,13

Forma de C
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6.7 Balance del crecimiento y aporte de depredaciéon de

picocianobacterias por T. diaptomi.

Simek et al., (1995) mostraron que las picocianobacterias podrian contribuir,
significativamente a la dieta de los ciliados y que el picoplancton como unica fuente

de alimento podria cubrir la mayoria de sus necesidades de carbono.

Foissner et al., (1992) mencionan que Trichodina se alimenta principalmente de
bacterias. Las observaciones de este ciliado durante el experimento de depredacion
in situ demuestran contenido en las vacuolas, a partir de lo cual se calcularon las

tasas de alimentacion y filtracion, como se ha realizado en otros ciliados.

En La Preciosa, se reporté el maximo de F (tasa de filtracion) durante la
estratificacion bien establecida en la zona del epilimnion, sin embargo se
encontraron picocianobacterias en las vacuolas durante la estratificacion temprana
y tardia. Lo anterior coincide con Pestova et al. (2008) quienes realizaron un estudio
en el Lago Alchichica en el cual calcularon F y tasa de alimentacion de algunos
ciliados que habitan en este, encontrando el maximo en la tasa de filtracion en el
metalimnion durante la estratificacién bien establecida. Mencionan también que
tuvieron unas tasas de alimentacion y filtracion homogéneas a lo largo de la columna
de agua, a diferencia de La Preciosa, que, aunque no fueron homogéneas, siempre
hubo bacterias presentes en las vacuolas de las tricodinas observadas, excepto
durante el periodo de mezcla. Simek et al.,1996 reportaron la mayor tasa de
filtracion de los ciliados en el metalimnion; a la par encontraron la mayor abundancia
de APP en esta misma zona de la columna de agua, lo que respalda que es la zona

de alimentacion de los ciliados.

El contenido de picocianobacterias encontrado en las vacuolas de Tricodina,
sumado con la ausencia de dafio en la superficie de los copépodos, asi como la
abundancia reportada en la zona de las clinas, nos orienta a que T. diaptomi, actua

como un epibionte en los copépodos, en este caso en el calanoide, L. sicilis.
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Se reconoce una relacion entre el biovolumen en vivo, temperatura y la maxima tasa
especifica de crecimiento de los ciliados aerdbicos en aguas dulces (Muller y Geller,
1993). Sin embargo, la medicion en vivo de las tricodinas es casi imposible y la
forma como se acomodan sobre los filtros de membrana donde se cosechan para
la impregnacion impide la medicién de la altura de las células fijadas. Hay poca
informacion sobre cédmo ocurren los cambios en el biovolumen de los organismos
despegados de sus hospederos, pero es probable que se hinchen y finalmente se
rompan. Segun Sramek-Husek (1953), el alto de la célula puede variar entre 0.2 y
0.4 partes del diametro, observandose una mayor expansion en las células que se
alejaron de sus hospederos. Por otro lado, Foissner et al (1999) definieron el grosor
de las células activas a 0.3x el diametro. Utilizando los limites definidos por Sramek-
HuSek (1953), se puede estimar el tiempo de generacion, el cual variaria entre 15
y 18 h.

En varios muestreos la distribucién de valores de las tasas de depredacidén por
Tricodina presenta muchos ceros, comparando con una poblacion activa en el
ambiente (Simek et al., 2000), lo que puede reflejar el dafio producido por su
desprendimiento de su hospedero-vector (Sramek-Hudek, 1953). Es la razon
porque la que se utilizé el promedio de la parte activa de la poblacion en lugar de la
mediana o promedio de todas las células. Sin embargo, no se encontré una
correlacion significativa entre la tasa especifica de crecimiento de tricodina y su tasa
de alimentacidn, la cual tedricamente deberia ser muy alta (Fenchel, 1986b). Como
se menciond anteriormente, la principal causa de la discrepancia puede ser tanto
un error en la estimacion de la tasa de crecimiento, como la de alimentacion en los
periodos con la disminucion de biomasas celulares de cianobacterias (desde junio
2014). Este pudo haber sido ocasionado tanto por la baja seleccion hacia las FLB
utilizadas (el mismo lote de Synechococcus sp. marcado con DTAF), como por la
limitacion de la tricodina por su presa. La primera hipotesis apunta una estrecha
correlacién entre la tasa de alimentacién y el tamafo (ESD) de la presa. Sin
embargo, la disminucion en la abundancia de tricodina junto con la disminucién de
biomasa de carbono organico de las APP en el ambiente, confirma la teoria de

limitacién de su crecimiento por falta del recurso alimenticio.
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No se puede descartar que la alimentacion del ciliado sea por medio del
picoplancton heterotréfico (principalmente bacterias). Sin  embargo, las
observaciones del contenido de vacuolas de tricodina no confirman una aportacion
importante de bacterias en su dieta. Las vacuolas se observaron completamente
ocupadas por las particulas fluorescente de ficobilinas y raramente se observaron

las bacterias tenidas con DAPI.
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7. CONCLUSIONES

La correlacion significativa de abundancias de tricodinas y copépodos reportada en

la zona de clinas (oxiclina y termoclina) y el contenido de picocianobacterias en las

vacuolas de los ciliados, nos indican que Trichodina diaptomi actia como un

epibionte de Leptodiaptomus sicilis, con el cual accede a zonas en las cuales existen

las condiciones favorables para su alimentacion.

>

Morfolégica y morfométricamente la especie identificada de tricodina fue
Trichodina diaptomi (aunque cabe mencionar que no se realizO una
identificacion a nivel molecular)

La abundancia de Trichodina diaptomi se correlaciona estrechamente con la
de Leptodiaptomus sicilis

La alimentacion de T. diaptomi se relaciona significativamente con la
profundidad de la muestra, lo que se refleja en su correlacion (aunque mas
débil) con la temperatura ambiental. Aparentemente, el epibionte T. diaptomi
siendo transportado por su hospedero L. sicilis, encuentra las condiciones
Optimas de temperatura menores a las de la superficie

Aunque T. diaptomi se encontro a lo largo de la columna de agua, sobre todo
en la oxiclina, incluso en el area hipdxica, no se ha comprobado una
correlacion significativa entre su abundancia y/o tasa de filtracion y
alimentacioén con la concentracion de oxigeno disuelto.

Existe una estrecha correlacion entre la tasa de alimentacion del ciliado y la
abundancia de la presa, en particular cuando se calcula su carbono organico
o bien correlacionandola con el tamano individual de la presa.

La tasa de alimentacion y la tasa de crecimiento de T. diaptomi calculada a
partir del volumen promedio o mediano y la temperatura de la zona de origen
de muestra, no presentaron una correlacion, segun lo esperado. La causa de
la discrepancia puede deberse tanto al error de estimacién de la tasa de
crecimiento, como el de la tasa de alimentacion de los ciliados desprendidos

de su hospedero.
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» Ladisminucion de la abundancia de T. diaptomi en el ambiente, a lo largo del
ano, esta aparentemente ligada a la disminucién del recurso de alimentacion

(tamafio, abundancia).
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ANEXOS METODOLOGIA

1. Preparacion de las picocianobacterias marcadas con fluorescencia
(FLB)

Para llevar a cabo el marcado se utilizé (Fluorescently Labeled Bacteria; FLB) 5-
(4,6-dichlorotriazin-2-yl)-aminofluorescein (DTAF; Sigma Chemical Co, USA) de
acuerdo a la técnica de Sherr et al. (1987) y Sherry Sherr (1993). Las cianobacterias
se precultivaron en el medio BG11 (Rippka et al., 1979). Posteriormente las células
se cosecharon por centrifugacion (10,000 x g por 10 min). El paquete bacteriano se
suspendié en 10 mL de una solucion de 0.05 mol I'' de Na2HPQO4 en 0.85% NaCl
(pH 9), se adicionaron 2 mg de DTAF y se incubd en un bafio maria a 60°C por 2 h.
La incubacién fue seguida por 3 lavados con centrifugacion con agua filtrada de
Alchichica (poro de 0.2 ym; pH 9). Las alicuotas de cianobacterias tefidas se
congelaron a -18°C en viales de plastico (Eppendorf) para ser utilizadas

posteriormente.
2. Tincion de DAPI (Trichodina)

Se concentraron 20 mL de la muestra previamente fijada con formaldehido (al 2%),
se filtraron sobre una membrana de policarbonato (poro 2 um; Poretics Alemania)
que previamente fueron tefiidas con negro de clorazol (Sigma- Aldrich) para reducir
la fluorescencia de esta. Se concentré la muestra a 2 mL y se le agregé DAPI a una
concentracion de 0.01 ug/mL (Porter y Feig, 1980). Posteriormente la membrana se
monto en un portaobjetos, se cubridé con un portaobjetos con aceite inmersion y se
observé en el microscopio de epifluorescencia (Leica, Alemania) con los objetivos
20x%, 40x (APO, inmersion) y 100x (APO, inmersion).

Las muestras fijadas con solucién de Bouin (la cual asegura mejor la cuantificacién
de ciliados); después de concentrar la muestra, se lavd con 1 a 2 mL de agua
Electropura®, se filtro y se coloco la membrana en un portaobjetos, se cubrié con un
portaobjetos el medio de montaje con DAPI (Invitrogen), se coloco aceite libre de
fluorescencia (Merck) y se observd en el microscopio con los objetivos antes

mencionados.
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La observacion de zooplancton se llevé a cabo con el cubo de filtros A-DAPI (Leica).

3. Tincion de protargol

Método de QPS sobre los filtros de membrana (Montagnes, Lynn, 1987 y Skibbe
1994)

-Se utilizaron las muestras fijadas en Bouin.

-Filtrar sobre el filtro de membrana de ésteres de celulosa 1.2 o 3 um (Millipore,

Irlanda) con baja presién, lavar con agua

-Colocar la membrana al portaobjetos calentado a ~50°C y poner encima el
cubreobjetos con una gota de agar al 2% caliente, dejar calentar un tiempo (2

minutos aproximadamente)

-Dejar enfriar (solidificar el agar), mover el cubreobjetos y levantar la membrana;

lavar con agua (Electropura)
-Fijar en formaldehido 10% durante 5 minutos, lavar con agua.

-Poner las membranas en la soluciéon de KMnOa4 0.5% durante 5 minutos, lavar con

agua (Electropura)

-Dejar en acido oxalico 2.5% durante el mismo tiempo que en permanganato, o

menos (hasta que decolore).
-Lavar bien con agua destilada

-Incubar las membranas en protargol 0.5 -2% (proteinato de plata: Fluka, Alemania)

con piezas de cobre (previamente limpiadas), a 65°C durante 40 minutos.

-Revelar las membranas en hidroquinona 1% en la solucién de Na2SOs al 4%,

verificando el nivel de tincién con el microscopio; lavar con agua
-Introducir la membrana en cloruro de oro al 2% durante un tiempo de aprox. 12 s.

-introducir la membrana en acido oxalico 2%
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-Lavar muy bien con agua destilada

-Estabilizar en Na2S203 al 5%.

-Deshidratar en una serie de etanol (etanol 70%, etanol 96% (1), etanol 96% (2),

fenol-xileno, xileno) y montar en balsamo de Canada (neutro).

4. Técnica de nitrato de plata “en seco” de Klein (Foissner 2014)
-Realizar preparaciones de muestra — frotis- en portaobjetos

- Dejar secar al aire

- Cubrir la preparacion con solucién de nitrato de plata (1%) de 3 a 5 minutos
- Enjuagar con agua destilada

- Dejar preparacion bajo una lampara de luz ultravioleta de 3 a 5 minutos

- Revisar al microscopio

- Dejar secar

- Montar preparacién con balsamo de Canada
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5. Figuras y tablas

Perfiles de temperatura T(°C), oxigeno disuelto OD, PAR y turbidez en el lago La Precios:
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Tabla 1. Promedios de tasa de alimentacion U (pg cél.”'h"') de Trichodina diaptomi expresados en carbono organico. *Datos recalculados de Gonzalez Flores

Fecha

17/10/2013
14/11/2013
01/03/2014
01/03/2014
01/03/2014
01/03/2014
01/03/2014
01/03/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/06/2014
26/06/2014
26/06/2014
26/06/2014

**2()
**2

8

16

24

32

36
promedio
8

16

24

32

39
promedio
8

12.5

16.5

18.5

F

(2017); **La unica profundidad con tricodinas; *** sin tricodinas

DE

nL cél.”"h’

1757
1408
1734
1673
1875
2272
4156
2342
1488
0
513
1231
1925
1032
2185
1589
2108
1528

1119

540
1000

850
1131
1400
1263

1863
0
684
1476
1406

1680
1217

908
1267

U

DE

cél. cél.”

472
894
405
469
636
655
1326
640
1364
0
230
492
831
641
513
386
301
167

301
343
192
238
383
403
403

1709
0
306
589
607

395
296
130
138

*APP

pg(C)cél.”

0.191
0.161
0.323
0.203
0.223
0.201
0.182
0.239
0.056
0.081
0.096
0.115
0.070
0.081
0.057
0.056
0.053
0.052

U DE
pg(C)cél. 'h
89.8 34.0
124 47.5
182.5 61.9
95.1 48.3
141.8 85.5
131.8 81.2
240.8 73.2
158.4
76.1 95.3
0.0 0.0
22.0 29.3
56.6 67.8
58.2 42.5
42.6
29.4 22.6
21.7 16.6
15.8 6.8
8.7 7.2

Umediana
pg(C)cél. 'h

72.0

110
123.3
89.4
113.5
111.5
229.1
133.4
57.1

0.0

0.0

28.3
75.3
32.1
38.7
26.0
16.6

8.3

Uso% DE
pg(C)cél. 'h"
138 34.0
157 43.2
182.5 61.9
130.9 38.9
208.0 61.3
173.4 89.2
289.0 55.2
196.8
142.7 93.8
0.0 0.0
51.3 17.8
106.1 70.5
87.8 30.7
77.6
50.0 3.2
34.7 0.0
21.4 4.0
14.7 5.4



26/06/2014
26/06/2014
27/08/2014
27/08/2014
27/08/2014
27/08/2014
27/08/2014
27/08/2014
24/09/2014

20.5
promedio
11

13

18

20

36
promedio
**20

1482
571
967
369
138
511

1133

808
787
1113
210

*k%

506

203
197
213

72

23
118
506

279
174
217

36

*k%

152

0.057
0.056
0.035
0.048
0.037
0.040
0.047
0.041
0.125

0.0
15.1
6.8
10.2
2.6
0.9
5.1
19.0

*k%

0.0

9.6
8.3
7.9
1.4

0.0
17.9
6.8
8.0
0.0
0.0
3.7
22.4

0.0
242
13.6
17.4

5.7

2.0

9.7
24.2

0.0

9.6
5.5
11.4
1.5

*k%*
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