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GLOSARIO

Antropogénico: hace relacion a algo de origen humano o derivado de sus

actividades.

Autotrofico: se dice del tipo de metabolismo en el cual la fuente de Carbono es

inorganica y la fuente de energia es solar o derivada de alguna sustancia inorganica.

Buferizaciéon del fosforo: es el conjunto de mecanismos involucrados en el
mantenimiento y equilibrio de las concentraciones de fosforo inorganico disuelto en
los sistemas acuaticos. Este implica la movilizacion de fosforo del sedimento a la

columna de agua por procesos de adsorcidn-absorcién y desorcion.
Cianéfago: virus que infecta cianobacterias.

Ciclo litico: en esta fase el ADN viral forma parte del material genético de la célula
hospedera y es capaz de tomar el control, fabricar mas virus e inducir la lisis celular

para la liberacion de las particulas virales.

Ciclo lisogénico: es cuando el ADN viral inyectado a la célula huésped permanece
inactivo por un cierto tiempo, hasta que un apropiado evento celular dispara el
proceso litico nuevamente. En este ciclo la célula huésped no es destruida, pero el
ADN viral prevalece en un sitio en el cromosoma o como material extra-

cromosomico.

Bacterioplancton: procariotas heterotroficos (arqueas y bacteria) planctonicos. En

su mayoria esta compuesto por organismos del picoplancton.
Bacteriéfago: virus que infecta bacterias y arqueas.

Bacteriovoria: consumo de procariotas heterotroficos para suplir los requerimientos
nutricionales. Protistas heterotréficos, mixotrofos fagotroficos, algunos organismos

mesozooplanctonicos y filtradores son generalmente los principales bacteridvoros.
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Eutrofizacion: proceso natural o inducido antropogénicamente, el cual implica un
incremento acelerado de la tasa de produccion de materia organica por organismos
autétrofos. Este proceso esta mediado en gran parte por el incremento en la
concentracion de nutrientes inorganicos y organicos, y sus efectos tienden a

disminuir la calidad fisica, quimica y biolégica del medio acuatico.

Fagocitosis: Ingestion o tranporte de material particulado al interior de la celula a

través de engolfamientos de la membrana celular.

Heterotrofico: se dice del metabolismo en el cual la fuente de Carbono y energia es

derivada de la materia organica.

Mixotrofia: metabolismo que incluye la combinacion de metabolismos autétrofo y
heterotrofo. Esto incluye la posibilidad de adquirir fuentes de Carbono y energia tanto

de origen organico como inorganico o luz solar.

Mixotrofo fagotrofico: organismos unicelulares con metabolismo mixotréfico que
tienen la posibilidad de obtener su fuente de Carbono organico por fagocitosis de

particulas.

Mixotrofo osmotréfico: organismos unicelulares con metabolismo mixotréfico que
tienen la posibilidad de obtener fuentes de Carbono organico disuelto por absorcion

osmotica.

Nanoplancton: se dice de la fraccion de los organismos del plancton que se

encuentran dentro del intervalo de los 2.0 - 20 ym de longitud.

Picoplancton: se dice de la fracciébn de los organismos del plancton que se
encuentran dentro del intervalo de los 0.2 - 2.0 ym de longitud. Incluye
principalmente bacterias, arqueas, cianobacterias y algunos pequefios eucariotas

unicelulares.

Razon de Redfield: Es la proporcion elemental promedio del Carbono, Nitrégeno y
Foésforo de la materia organica que constituye al fitoplancton marino. Esta proporcion

es consistente con la detectada para nutrientes inorganicos en el océano profundo.
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La razon de Redfield indica que por cada 106 atomos de Carbono presentes en un

organismo plancténico, existen a su vez 16 de Nitrégeno y 1 de Fosforo.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés): técnica
molecular empleada para amplificar un fragmento de ADN. Sus aplicaciones son muy
diversas, aunque principalmente se enfocan en la identificacion y descripcion de

fragmentos del genoma de un organismo de interés.

Virioplancton: hace referencia a la fracciéon del plancton entre los 0.02-0.2 ym de

longitud al cual corresponden los componentes virales libres en la columna de agua.
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RESUMEN

La laguna Macapule, Sinaloa es un sistema somero eutrofizado con condiciones
limitantes por Nitrégeno para el crecimiento del fitoplancton. Esto sugiere una
importante participacion de los microorganismos planctonicos en el reciclaje de
nutrientes y el mantenimiento del sistema. Para ponderar esto se cuantificaron
mensualmente los componentes microbianos y microplanctonicos entre diciembre de
2007 y diciembre de 2008 en dos estaciones de muestreo (estero y boca). La
dinamica estacional de algunos componentes autotréficos, como picoplancton
autétrofo (PA) y microfitoplancton (MF) difirieron en ambos sitios de muestreo. Estas
disimilitudes definieron un ciclo bimodal de produccién. El incremento de primavera
estuvo caracterizado por la respuesta del MF de la boca a altas concentraciones de
nutrientes inorganicos nitrogenados y silice derivados de la influencia de surgencias
y la actividad agricola. El otro aumento ocurrié a finales del verano e inicios del otofio
en el estero asociado a fuertes desbalances de Nitrogeno:Fésforo (N:P) y al
predominio de PA, cianobacterias en tricomas y algunos géneros de diatomeas. En
tanto que la dinamica del bacterioplancton, virioplancton y nanoplancton fue similar
en ambos sitios. Las densidades de estos dos primeros componentes estuvieron muy
relacionadas a las proliferaciones fitoplancténicas de invierno-primavera, indicando la
disponibilidad de sustratos organicos y hospederos. En este periodo se registraron
también las mayores razones virus:microorganismo sugiriendo un mayor control por
actividad viral. El incremento de PA a partir de marzo se correlacioné positivamente
con altos valores de temperatura del agua y maximos niveles de Fésforo inorganico
disuelto. Mayores densidades de PA en el estero que en la boca fueron
consecuencia de posibles desfasamientos en la produccion y pérdida por pastoreo,
asi como algunas diferencias en la composiciéon taxondmica del microzooplancton
entre ambos sitios. Los taxa con metabolismo mixétrofos y/o capaces de explotar
fuentes atmosféricas de Nitrégeno contribuyen de manera importante en la
comunidad fitoplanctonica en la Laguna de Macapule. En general los resultados
indican que la trama trofica microbiana en Macapule esta favorecida por el proceso
de eutrofizacién. Esta condicidn sugiere que gran parte del flujo de carbono organico
es retenido por estos componentes.

Palabras clave: virioplancton, bacterioplancton, nanoplancton, picoplancton
autotrofico, eutrofizacion, Macapule.
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| INTRODUCCION

Hoy en dia, se sabe que la participacidén de las comunidades microbianas en las
redes tréficas, es imprescindible y crucial para la productividad general de los
sistemas acuaticos. Inicialmente, estudios de sistemas marinos y continentales en
latitudes templadas y articas, han permitido comprender el papel de las comunidades
del fitoplancton, bacterioplancton, nanozooplancton y virus en la produccion de
carbono organico particulado (COP) (Wilhelm & Suttle, 1999; Kirchman & Wiliams,
2000; Pomeroy et al., 2007; Sherr et al., 2007).

A diferencia del modelo unidireccional de flujo de materia y energia propuesto
anteriormente (Steele, 1974), el fitoplancton en la columna de agua no es la unica via
implicada en la produccién de biomasa y su transferencia de carbono organico a los
niveles tréficos superiores, en donde los organismos aumentan en tamafo
progresivamente. Hoy se sabe, gracias a la introduccion del concepto del ciclo
microbiano, que las bacterias heterétrofas, abundantes en los sistemas acuaticos,
incorporan en biomasa el carbono organico disuelto (COD) procedente de la
exudacion vegetal y la excrecion de otros organismos y de esta forma lo devuelven y
transfieren en forma de COP a través de pequefios pastoreadores
nanozooplanctontes, a las redes tréficas acuaticas (Pomeroy, 1974; Azam et al.,
1983).

Asi mismo, con el descubrimiento de que los virus son las entidades bioldgicas
mas abundantes en los sistemas acuaticos y los sedimentos (Bergh et al., 1989;
Proctor & Fuhrman, 1990), nuevos esfuerzos reconocieron la importancia del control
viral, a través de la lisis celular, sobre la abundancia y diversidad de bacterias
(Fuhrman & Noble, 1995; Hennes & Simon, 1995; Fuhrman, 1999, 2000), fitoplancton
(Suttle et al., 1990; Cottrell & Suttle, 1991; Bratbak et al., 1993; Chen & Suttle, 1995;
Castberg et al., 2001), protozoarios (Garza & Suttle, 1995) y algunos invertebrados
(Wommack & Colwell, 2000; Drake & Dobbs, 2005). En este sentido, se hizo

necesaria su introduccién en las redes tréficas microbianas, como otra via de



produccion de COD y COP vy liberacién de nutrientes nitrogenados y fosforados
(Wilhelm & Suttle, 1999).

La preponderancia de este nuevo modelo sobre circulacion de materia organica
particulada y disuelta fue inicialmente mejor estudiado en sistemas oligotroficos y
oceanicos de las regiones templadas y polares (e.g. Gasol et al.,, 1997; Fuhrman,
2000). Anteriormente, se cuestionaba acerca de como se podian encontrar
cantidades importantes de materia y energia en los niveles tréficos superiores, a
pesar de bajas a moderadas tasas de produccién primaria. El conocimiento
generado, incentivd nuevas investigaciones corroborando que los componentes
microbianos como vias de generacion de COP y COD, estaban también implicados e
incluso eran mas activos y complejos que en sistemas donde los recursos
nutricionales son abundantes (Ducklow, 2000; Nagata, 2000; Thingstad, 2000a).

Hoy en dia, muchos trabajos sustentan la participacion de los componentes
microbianos en todos los sistemas acuaticos, a pesar de las diferencias latitudinales
y climaticas. No obstante, algunos rasgos muestran diferencias notables en la
estructura, densidad y actividad entre ambientes oceanicos y costeros. Los
ambientes costeros a diferencia de los oceanicos, poseen mayor capacidad de carga
y fuertes fluctuaciones a consecuencia de pulsos de nutrientes procedentes del mar y
el continente (Cochlan et al., 1993). Esto en primera instancia, favorecio la idea de
que en sistemas costeros las vias herbivoras eran la principal produccion de
Carbono organico particulado (Legendre & Rassoulzadegan, 1995). A pesar de ello,
eésta idea ha venido evolucionando y aun no es concluyente el papel que pueden
estar jugando las vias microbianas en estos sistemas. Caso particular son los
ambientes impactados, enriquecidos por descargas de aguas residuales, ya que es
menos comprendido el papel que juega el proceso de eutrofizacion en la seleccion
de las vias herbivoras y microbianas. En sistemas acuaticos eutroficos, la
disponibilidad de nutrientes en una primera fase del proceso, incrementa las tasas de
crecimiento y con ello la biomasa de microorganismos autétrofos. Sin embargo,
algunos ambientes costeros con el proceso de eutrofizacion mas avanzado, pueden

estar limitados por algun elemento (Si, N, P, Fe, etc.). De esta forma, la

_2-



concentracion y la calidad de estos nutrientes estarian promoviendo el crecimiento
selectivo de especies o poblaciones adaptadas a situaciones tales como cuando las

proporciones de N:P caen por debajo de la proporcién de Redfield (Cloern, 2001).

Algunos estudios realizados en sistemas estuarinos eutrofizados, indican que el
impacto de las redes tréficas microbianas en términos de la retencion de COP vy su
disminucién en la eficiencia de los flujos hacia los niveles tréficos superiores, parece
incrementarse en respuesta a la variacion estacional y al ingreso de nutrientes al
sistema (Putland, 2005). De esta forma, pequefas cianobacterias cocoides, llegan a
aportar la mayor parte de la produccion primaria principalmente en el verano,
asociadas a altos valores de temperatura, bajos aportes fluviales y bajas
concentraciones de nutrientes inorganicos nitrogenados (Murrell & Lores, 2004;
Murrell & Caffrey, 2005). La actividad litica y la densidad de virus, por otra parte
parecen estar positivamente relacionados con la disponibilidad de estos nutrientes,
que mantienen altas tasas de crecimiento bacteriano (potenciales hospederos)
(Wilson, et al., 1998; Hewson, 2000).

Con respecto al Pacifico mexicano, existe un gran desconocimiento de la
participacion de los componentes microbianos tanto en sistemas costeros como
oceanicos, asi como su relacion con el enriquecimiento por actividad antropogénica.
Existen algunos trabajos puntuales para el area del Golfo de California (e.g. Diaz-
Hernandez & Maske, 2000) y la Corriente de California (e.g. Morales-Zamorano et
al., 1991), los cuales destacan la contribucion de bacterias y cianobacterias en la
columna de agua, sin embargo, pocos integran las interacciones ecoldgicas entre
mas de un componente microbiano con el medio fisico-quimico. Hasta el momento,
ningun estudio ha hecho una contribucion al conocimiento del numero de virus en la
columna de agua, por lo que hay mucho por esclarecer aun sobre el papel de los
microorganismos dentro de las tramas tréficas pelagicas en estos sistemas

subtropicales.

Dentro de esta categoria, la Laguna de Macapule localizada en la region costera

del margen noroccidental de México, es un sistema productivo (ver referencias en
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Magafia-Alvarez, 2004) donde se ha evidenciado el proceso de enriquecimiento por
nutrientes, en respuesta a la influencia antropogénica de las aguas municipales,
actividades agricolas, acuicolas e industriales que se llevan a cabo en la region
(Escobedo-Urias et al., 1999). A pesar de ser un ambiente eutrofizado (Escobedo-
Urias & Martinez-Lépez, 2007), con altas concentraciones de compuestos
nitrogenados, pero aparentemente limitado por Nitrégeno, existe un importante
componente nanofitoplancténico (dinoflagelados y cianobacterias) que predomina a
lo largo del afio y eventualmente genera proliferaciones (Poot-Delgado, 2006;
Martinez-Lopez et al., 2007). Aunque se tiene idea de la dinamica de estas
poblaciones, los resultados indican que las vias de pastoreo o herbivoras podrian ser
menos relevantes que las vias detritivoras, como lo sugieren los datos precedentes
de que en este lugar existen bajas abundancias del componente
macrozooplancténico (Zavala-Norzagaray, 2006; De Silva-Davila et al., 2006) y un
componente importante de microzooplancton. Estos rasgos de la comunidad
plantdnica sugieren que los componentes microbianos estan jugando un papel
importante en la circulacién de nutrientes y el mantenimiento del sistema; lo cual

justifica que deban ser cuantificados.

Dentro de los componentes de la trama tréfica microbiana, los virus adquieren
relevancia, ya que algunos de ellos pueden afectar directamente la actividad
acuacultural de la region, como es el caso del virus de la mancha blanca (WSSV), el
cual se ha identificado desde hace algunos afios, como una de las principales causas
de mortalidad del camarén en México (ver referencias en Lightner, 2003). Esto es
relevante para Macapule ya que adyacente a la laguna, se llevan a cabo importantes
actividades de la industria camaronera para lo cual hacen uso del de agua de la
laguna (Lyle-Fritch et al., 2001). Algunos estudios en la zona, indican que la
presencia del virus en los estanques y zona lagunar parecen estar relacionados con
las fracciones del microzooplancton, especialmente con las poblaciones de
copépodos y otros pequeios crustaceos (Ramirez-Douriet, 2005), sin descartarse la
posibilidad de una transmision por la ruta adhesion virus-fitoplancton como ha sido

observado en otras regiones del mundo (Zhang et al., 2006; Liu et al., 2007). Los



datos sugieren que las comunidades planctonicas parecen estar implicadas en la
dispersion de la infeccion, no obstante, el conocimiento generado no es concluyente
y hace falta explorar la posibilidad de que este virus pueda prevalecer también dentro

de fracciones mas pequefias e incluso en el virioplancton.

Teniendo en cuenta la importancia y relevancia de las componentes microbianos
como indicadores y participes en las redes tréficas y por ende de la productividad
general de los sistemas acuaticos, ademas del impacto que pueden causar algunos
de ellos sobre la economia de la region, este trabajo pretende conocer la variabilidad
estacional de los componentes del fitoplancton (pico, nano y micro), bacterioplancton,
virioplancton y nanozooplancton, asi como el papel de algunos de los factores
ambientales que intervienen en la regulacién de sus abundancias. Adicionalmente,
este trabajo enmarcado dentro del proyecto para la deteccidn de virus causante de la
enfermedad de la mancha blanca (WSSV) en la industria camaronera, intenta
detectar su ocurrencia a las diferentes fracciones planctonicas, asi como
estandarizar un método para el recuento directo de particulas virales en muestras de
la columna de agua. Para este objetivo, es necesaria la aplicacion de técnicas
moleculares como la reaccidén en cadena de la polimerasa (PRC, por sus siglas en
ingles) anidada y en tiempo real para la identificacion y cuantificaciéon del virus

causante de la enfermedad.



I ANTEDEDENTES Y JUSTIFICACION

La Laguna de Macapule es parte de un complejo lagunar en el estado de
Sinaloa, considerado uno de los sistemas mas productivos del pais en cuanto a la
cria, alimentacion, reclutamiento y captura de especies de importancia comercial
(Fléres-Verdugo et al., 1993). Varias de las investigaciones de tipo oceanografico se
han centrado en el estudio de peces y macroinvertebrados, asi como en especies de

importancia comercial.

Debido a las caracteristicas fisicas, geograficas y socioeconémicas de la zona,
desde hace unas décadas hasta hoy, se han venido incrementando el numero de
asentamientos humanos y con ello las descargas sobre los cuerpos de agua,

provocando grandes alteraciones (Escobedo-Urias et al., 1999, 2003).

Algunos estudios como el de la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos
(SARH) (1974), realizaron una caracterizacion puntual preliminar a nivel de
concentraciones de nutrientes, plaguicidas y calidad bacteriologica de las descargas
de los drenes en los municipios de Guasave y Ahome. Dichas descargas aportan el
26% de la carga de materia organica, aguas residuales industriales y domesticas al
sistema lagunar y sélo un 28% reciben algun tipo de tratamiento (Poder Ejecutivo
Federal, 1995).

Descripciones a nivel bacteriologico y fisico-quimico en el complejo lagunar San
Ignacio-Navachiste-Macapule, han esclarecido algunos aspectos de su variacion
estacional en relacion con los aportes por ingreso de aguas residuales y derivadas
de las actividades agricolas de la region. Dichas contribuciones, procedentes de los
drenes han aumentado las concentraciones de nutrientes inorganicos, materia
organica y algunos otros productos de desecho agroindustrial como fertilizantes y
plaguicidas, entre otros (Escobedo-Urias et al.,, 1999). En el caso de los nutrientes
inorganicos, algunos estudios en la zona han asociado su dinamica estacional a

cambios en la estructura y produccion de la comunidad plancténica. En términos de



la comunidad fotosintética, algunos trabajos reportan proliferaciones algales en
coincidencia con el periodo de mayor precipitacion y escorrentia, y en relacion a los
sectores cercanos a descargas de aguas residuales (Poot-Delgado, 2006; Martinez-
Lopez et al., 2007). Para esta misma época (agosto-septiembre), De Silva-Davila et
al. (2006) y Zavala-Norzagaray (2006) reportaron maximas concentraciones de
algunos grupos mesozooplanctonicos aparentemente favorecidos por la
disponibilidad de alimento. A pesar de que la laguna posee un estado de eutrofia
debido al continuo aporte de estos nutrientes (Magafia-Alvarez, 2004; Escobedo-
Urias & Martinez-Lépez, 2007), se ha encontrado una baja relacion N:P, indicativo de
limitacion por Nitrégeno para las comunidades fitoplancténicas (Martinez-Lopez et
al., 2007).

Varios estudios realizados indican que la ocurrencia de florecimientos algales es
relativamente frecuente (Poot-Delgado, 2006), por lo que se hace necesario
investigar de que forma el fitoplancton esta solventando dicho déficit. Estimaciones
de clorofila a (Clo a), como una medida indirecta de biomasa, se han encontrado
estrechamente relacionadas con densidades de fitoplancton correspondiente a las
fracciones del nanoplancton (células < 20 pm), el cual ha mostrado ser el
componente mas abundante en el Golfo de California (Zeitchel, 1969; Gilmartin &
Revelante, 1978; Lara-Lara & Valdez, 1988; Alvarez-Borrero & Lara-Lara, 1991;
Gaxiola et al., 1995; Ulloa, 2005) y en el caso especifico de la Laguna de Macapule
(Poot-Delgado, 2006). No obstante, datos mas recientes de biomasa fitoplanctonica
(concentracion de Clo a) parecen no ser coherentes muchas veces con las
abundancias de dichos florecimientos de fitoplancton (Poot-Delgado, 2006). Esta
situacion ha sido atribuida a multiples factores como la madurez o juventud de la
comunidad fitoplancténica, el estado fisiolégico y la cantidad de feopigmentos o
pigmentos accesorios (Margalef, 1974), y al predominio de organismos de escaso
tamafio (<20 pm), anteriormente menospreciados conocidos como nano Yy
picofitoplancton que poseen baja concentracion de Clo a relativa al contenido de
carbén (Malone, 1971; Mccarthy et al., 1974; Gilmartin & Revelante, 1978; Macintyre
et al. 2002).



Algunos estudios han encontrado que dicha porcion del fitoplancton (< 20 um),
esta asociada a valores altos de abundancia y productividad primaria con escasas
cantidades de Clo a (Chavez, 1989; Chisholm, 1992; Macintyre et al., 2002). Este
fendmeno ha sido explicado en la Laguna de Macapule y otros lugares, desde el
punto de vista de las ventajas que tienen células de escaso tamafno para resolver la
limitacion por nutrientes, debido a su alto cociente superficie:volumen (Malone, 1980;
Chisholm, 1992; Koch, 1996; Posh et al., 2001). El argumento anterior explica en
gran parte lo que podria estar sucediendo con la composicion de tamanos y
abundancia de la comunidad fitoplanctonica en repuesta a la disponibilidad de
nutrientes. Sin embargo, quedan sin resolver el cdmo pueden estar solventando este
déficit.

Una de las hipotesis mas acertadas, esta relacionada con la proporcion de
células autétrofas y heterétrofas que pueden estar conformando el nanoplancton.
Actualmente, herramientas como la microscopia de epifluorescencia, han contribuido
a esclarecer estas inquietudes, revelando que el nanoplancton ademas de poseer
una alta fraccién de células que hacen parte del fitoplancton, incluye aunque en
menor proporcion células ausentes de pigmentos fotosintéticos que producen
biomasa a partir de la ingestion de particulas de Carbono organico particulado (COP)
y/o bacterias, y en un caso mas complejo, células con la dualidad de un metabolismo
mixotrofo (Caron, 2000). En la Laguna de Macapule no se ha cuantificado aun la
existencia de estos grupos, ni mucho menos su impacto sobre otros componentes de
la comunidad lo que ha generado un desconcierto sobre la participacion del

nanoplancton heterétrofo en el flujo de COP.

Hoy en dia, se dispone de varios estudios sobre la abundancia, dinamica,
factores de control y relacion entre los diferentes grupos plancténicos
(bacterioplancton, fitoplancton, nanozooplancton y virus) que integran los
ecosistemas acuaticos especialmente de las zonas templadas. Gracias a ello, se
sabe que las bacterias heterétrofas toman COD, originado principalmente por los
productores primarios y consumidores (en forma de exudados y productos de

excrecion) y una parte significativa aportada por la actividad viral (producto de la lisis
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celular de algas y bacterias), incrementando su biomasa (en numero y tamano).
Posteriormente, estos microorganismos son consumidos por pequenos
pastoreadores como flagelados y ciliados, los cuales a su vez son depredados por
grandes metazoos; de esta forma, este material organico, aparentemente perdido, es
incorporado de nuevo en la red trofica. Este flujo de COD via procariotas y pequefos
pastoreadores, es llamado el “ciclo microbiano” (Azam et al., 1983). Recientemente,
se propuso una extension de este modelo denominado el corto circuito viral (Figura
1) a raiz del descubrimiento de que los virus eran muy abundantes en ecosistemas
marinos y continentales. Algunos autores reportaron una actividad reguladora de las
poblaciones microbianas por parte del virioplancton (Fuhrman, 1995; Suttle, 1994;
Weinbauer, 2004; Bettarel et al., 2003a y b), interfiriendo en la transferencia regular

de materia y energia (Wilhelm & Suttle, 1999).

Figura 1. Inclusiéon de la participacién de los virus en el modelo del bucle microbiano
(Microbial Loop) (Tomado y modificado de Wommack & Colwell, 2000). MOD: Materia
organica disuelta.



Como ya se menciond en la introduccién algunos esfuerzos han explorado la
participacion de las fracciones fitoplanctonicas pequefas (<0.3 um) en sistemas de la
Corriente y en el norte del Golfo de California (Diaz-Hernandez & Maske, 2000).
Otros sin embargo, han estandarizado las metodologias necesarias, para cuantificar
la abundancia del bacterioplancton en términos de densidad y biomasa mediante
técnicas de microscopia de epifluorescencia combinadas con la aplicacién de
fluorocromos y analisis de imagenes en cultivos de muestras naturales (Ruiz-De La
Torre, 2003). En el margen occidental de la Peninsula de Baja California, Morales-
Zamorano et al. (1991) evaluaron la abundancia y produccion bacteriana de una
laguna costera somera dentro de la Bahia de Todos Santos, en relaciéon con los
fendmenos fisicos y quimicos desencadenados por la dinamica del régimen de
mareas. En este trabajo se encontré que tanto en condiciones de marea viva como
muerta, la biomasa bacteriana es favorecida por la disponibilidad de COD que es
resuspendido del sedimento. Igualmente, sugiere que bajo estas condiciones las vias
microbianas sostienen la estructura trofica del sistema lagunar, en lugar de las vias
herbivoras tradicionales que usualmente predominan como principal generador de

COP durante la temporada de surgencia.

Investigaciones en sistemas controlados han demostrado coémo algunas
variables del medio fisico y la concentracion de sustratos influencian las tasas
respiratorias y de crecimiento en muestras de bacterioplancton de la Bahia de
Ensenada; no obstante, carecen de argumentos para explicar la ausencia de
variacion de las abundancias en los sistemas de cultivo, y lo atribuyen al posible
control por fagos (Jiménez-Mercado, 2004; Cajal-Medrano & Maske, 2005). Para
esta misma zona, se ha evaluado la dinamica de bacterias y bacteriéfagos también
en modelos experimentales basandose en el empleo de técnicas con
epifluorescencia y fluorocromos como DAPI para conteo de bacterias y SYBR Green
| para bacterias y virus en bioensayos (Gonzalez-Galindo, 2003). Los resultados
reportaron una significante porcidn de poblaciones bacterianas infectadas
predominantemente por fagos lisogénicos, donde la fase litica fue inducida al

comienzo de la fase de crecimiento exponencial.

-10 -



En cuanto a la interrelacion de las diferentes comunidades de
bacterioplancton, fitoplancton, virus y microzooplancton no se cuentan con trabajos
para el area del Golfo de California. Lo mas cercano geograficamente, son quizas
algunos estudios en la Corriente de California (Cochlan et al.; 1993), el Golfo de
México (Boehme et al.; 1993), y estuarios de Florida (Putland; 2005), donde
muestran correlaciones significativas entre Clo a, densidad viral y densidad
bacteriana-densidad viral, lo que parece demostrar la dependencia de la infeccidon
viral sobre la presencia del bacterioplancton activo. Asi mismo, encuentran una
importante produccién estacional alternada entre el picoplancton autotrofo
(cianobacterias) y heterétrofo (bacterias), con implicaciones en la produccion y
consumo por parte del microzooplancton estuarino a lo largo de un gradiente de

salinidad.

En la actualidad se dispone de informacion sobre el efecto de los
bacteriéfagos en el control de la abundancia y diversidad del bacterioplancton y el
fitoplancton en ambientes marinos (e.g. Cottrell & Suttle, 1991; Boehme et al., 1993;
Culley & Welschmeyer, 2002; Nagasaki, 2008). Sin embargo, poco se sabe sobre la
distribucion en la columna de agua de los virus que infectan y producen patologias
en macroinvertebrados acuaticos (camarones y otros crustaceos decapodos), debido
principalmente a limitaciones técnicas. Numerosos avances metodologicos se han
enfocado principalmente al diagndstico de organismos enfermos, con el fin de tomar
medidas oportunas para evitar pérdidas econdmicas en cuanto a la producciéon
camaronera. Es claro que se conoce muy poco sobre la identificacion y cuantificacion
de estos agentes infecciosos en la columna de agua, asi como del reconocimiento de

posibles vectores en las comunidades microbianas.

En las costas de Sinaloa, se realizan importantes actividades por parte de la
industria camaronera, la cual no solo ha generado un dafio directo sobre los
ecosistemas adyacentes, como la disminucion de areas de bosques de manglar para
la creacién de complejos para el cultivo, sino que también han provocado el deterioro
de la calidad del agua de la zona litoral adyacente, con la descarga de sus aguas de

desechos ricas en nutrientes organicos e inorganicos lo que a su vez podria estar
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promoviendo la proliferacion de enfermedades virales y pérdidas en la produccion
(Bilio et al., 1999; Fuchs et al., 1999). Una de las amenazas mas importantes para la
industria camaronera ha sido la transmision del sindrome del virus de la mancha
blanca (WSSV) (Lightner, 2005).

Solventando la necesidad de conocer mas acerca de las rutas de infeccion del
virus de la mancha blanca, Ramirez-Douriet (2005) hace por primera vez una
deteccion molecular del mismo en grupos del macrozooplancton en el Sistema
lagunar San Ignacio-Navachiste-Macapule (Sinaloa) y en algunos estanques de
cultivo de camardn. Para ello se implementé la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) anidada. En el trabajo anterior se detectd el virus de la mancha
blanca en diferentes grupos del zooplancton. La identidad del virus se corroboro al
clonar y secuenciar el fragmento de ADN amplificado al usar DNA extraido de los
organismos zooplacténicos con oligonucledtidos especificos para WSSV vy
compararlo con el reportado para el virus en cuestion. Los grupos que resultaron
positivos al virus de la mancha blanca fueron algunos géneros de copépodos,
quetognatos, cladéceros y larvas de decapodos y peces. Al mismo tiempo, otros
trabajos experimentales en el continente asiatico, han atribuido al posible consumo
de algunas poblaciones del microzooplancton como un posible vector de la infeccion
viral a sistemas de cultivo de camaroén. Estos organismos a su vez fueron expuestos
a microalgas procedentes de cultivos inoculados con el virus estableciendo asi una
ruta por adhesion virus-fitoplancton (Zhang et al., 2006). Aun mas recientemente, Liu
et al. (2007) corroboraron la posibilidad de que diferentes grupos taxonémicos de
fitoplancton actuaran como via de transporte del virus, asi como su capacidad de
mantener viable al WSSV hasta seis dias después del contacto con el camardn
enfermo. La posibilidad de que este virus pueda prevalecer también dentro del

virioplancton es aun una interrogante actual.
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Il OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOS GENERALES

I. Describir la dindmica estacional de los componentes microbianos en la Laguna

de Macapule, asi como su relacion con las variables ambientales.

II. Detectar al virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en las diferentes
fracciones planctonicas microbianas de la laguna y del sistema de cultivo de

camaron mediante PCR anidado y en tiempo real.

I11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la abundancia de los componentes microbianos (bacterioplancton,

nanozooplancton y virioplancton) y fitoplancton en la columna de agua.

Conocer la variacion temporal de los nutrientes y algunos parametros fisicos y

quimicos.

Evaluar la influencia de los factores fisicos y quimicos sobre la variacién temporal

de las variables biologicas propuestas.

Determinar posibles relaciones entre las abundancias de los componentes

estudiados.

Determinar si es posible Identificar y cuantificar al WSSV como componente del

virioplancton y su posible asociacién a algun otro elemento microbiano.
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IV HIPOTESIS

I. Condiciones limitantes por Nitrégeno para el crecimiento del microfitoplancton
favorecen densidades altas de los componentes de la comunidad microbiana

(nanoplancton, picoplancton y virioplancton) en la Laguna de Macapule.

Il. La presencia del virus de la mancha blanca en la columna de agua esta asociada

al componente autotréfico de talla pequena.
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V AREA DE ESTUDIO

La laguna costera de Macapule esta ubicada en el estado de Sinaloa y forma
parte de una de las lagunas del Complejo Costero de San Ignacio-Navachiste-
Macapule (Figura 2). Se caracteriza por tener condiciones geoldgicas,
geomorfoldgicas e hidrolégicas que la hacen uno de los sistemas mas productivos en
México tanto por la diversidad como por su aporte de individuos de importancia

comercial (Contreras & Castafieda, 2003)

b .. , | . K
‘:'ﬁ p'f.'lrn-l-:-ru

Figura 2. Sitios de colecta de muestras para este estudio dentro de la Laguna de
Macapule (1 y 2) y complejo camaronero (3 y 4). 1. Boca norte laguna (25.37° N y
108.74° W). 2. Estero El Tortugon (25.39° Ny 108.67° W). 3. Reservorio. 4. Estanque
camaronero.

La laguna se encuentra semicerrada por una isla barrera de 22.7 km de
longitud y 2.5 km de ancho paralela a la costa, que permite el intercambio con aguas
del golfo por medio de las bocas del extremo norte y sur (Bocanita). En la parte sur,

el sistema se estrecha dando lugar a un estero (El Esterén) que en realidad es un
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canal paralelo a la isla, al cual llegan varios arroyos y drenes de la planicie costera
(Lyle-Fritch, 2008).

La laguna posee una extensién aproximada de 38 km? (Magafia-Alvarez,
2004), caracterizandose por tener aguas someras (0.5- 9 m), con tipos de sustratos
que van desde fangoso en las zonas internas hasta arenoso en areas comunicadas
al mar abierto. (Escobedo-Urias et al., 2003; Ayala-Baldenegro, 2004; Magaia,
2004). La mayor parte del sistema se encuentra bordeado de vegetacion de manglar,
dentro de las que sobresalen especies como Laguncularia racemosa, Avicennia
germinans y Rhizophora mangle. La parte central de la laguna presenta un canal de
navegacion (12 m). En esta laguna se encuentran localizadas la mayor parte de las
granjas camaroneras del sistema (H. Ayto. del municipio de Guasave, 1996; Lyle et
al., 2001)

El clima es generalmente calido con altas tasas de evaporacién y bajos
porcentajes de humedad relativa; las precipitaciones oscilan alrededor de 579 mm
concentrandose en los meses de junio-octubre (Vicencio, 1979; H. Ayuntamiento de,
1996). La region del Golfo de California se encuentra fuertemente influenciada por
los vientos, que a su vez tienen efecto sobre la direccion de las corrientes; en
invierno predominan los vientos procedentes del noroeste, mientras que en verano
los del SE, siendo mas fuertes y menos humedos los primeros (Bray, 1988). En
verano la temperatura ambiental oscila entre 3 y 45 °C (H. Ayuntamiento de
Guasave, 1996).

La laguna recibe la descarga directa de varios drenes (Los Morelos 29 +1000,
27 + 1000 y 35 + 1000), que recogen principalmente aguas producidas por la
actividad agricola y en menor proporcion aguas residuales procedentes de la ciudad
de Guasave y aquellas generadas por actividad pecuaria industrial (alimenticia y
agroquimica) y la produccion camaronera. Generalmente, sus vertimientos tienden a
incrementarse en los meses de mayor precipitacion (INEGI, 1998; Escobedo-Urias et
al., 1999).
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VI MATERIALES Y METODOS

VI.1 TRABAJO DE CAMPO

Se visitaron dos sitios en cada muestreo mensual durante un ciclo anual; uno
cercano a la boca norte de la laguna y otro, en la entrada al estero El Tortugdn que
abastece la granja camaronera (Figura 2). Adicionalmente se muestrearon dos
puntos de interés para la industria camaronera, correspondientes al reservorio y al
estanque camaronero; estos se efectuaron mensualmente desde marzo de 2008,
previamente al inicio del ciclo de cultivo hasta la cosecha (octubre de 2008) (Figuras
2y 3).

Muestreos en el reservorio y estanque
i =]

Muestreos en la laguna

2007 2008
b J[JEFMAMJJASOND

Figura 3. Periodicidad de los muestreos en sus respectivas estaciones.

En sintesis para el desarrollo de este trabajo se realizaron trece muestreos en
la seccidn lagunar y siete en la granja camaronera. Las muestras se recolectaron con
un tubo segmentado, el cual permite tomar una seccion integrada de tres metros de
columna de agua; para estaciones muy someras se procurd no alcanzar la interface
agua-sedimento. Las variables biolégicas relacionadas con la densidad de los
componentes de la trama tréfica microbiana (virus, bacterioplancton, picoplancton y
nanoplancton) y microfitoplancton se tomaron y analizaron por triplicado en las
estaciones de la laguna. Las del complejo camaronero Uunicamente se procesaron
para todos los componentes plancténicos en el primer muestreo (marzo de 2008),
exceptuando virus y bacterioplancton que fueron cuantificados aunque por duplicado

hasta el final del ciclo de cultivo. Para la deteccion y cuantificacion del WSSV se
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tomaron también muestras por triplicado durante el periodo designado en la figura 3
para todas las estaciones de muestreo; sin embargo, esto se hizo soélo con el
propésito de tener un volumen considerable de muestra segun los requerimientos de

las técnicas empleadas.

En cuanto a las variables ambientales, algunas se determinaron in situ, como
temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto mediante un medidor de calidad de
agua marca Horiba modelo U-10, y la transparencia del agua se midi6 utilizando el
disco Secchi. La concentracion de los nutrientes (amonio, nitrato, nitrito, urea, fésforo
reactivo, acido silicico, Nitrogeno y Fésforo total) y clorofila a se analizaron en el
laboratorio del CIIDIR (Unidad Sinaloa). Adicionalmente se contdé con datos
meteorologicos de precipitacion, humedad relativa, temperatura ambiente y rapidez y
direccién de los vientos, proporcionados por las estaciones climatolégicas de El
Tortugdn (cortesia del CIIDIR-IPN, Unidad Sinaloa), Las Glorias (cortesia del CIAD,
Unidad Mazatlan) y la Comision Nacional del Agua (CNA).

Todas las muestras obtenidas en el campo fueron transportadas en
refrigeracion y protegidas de la luz al laboratorio del CIIDIR-IPN, Unidad Sinaloa, en
donde se fijaron de acuerdo a los protocolos estandar (Caron, 1983; Sherr & Sherr,
1993; Kepner & Pratt, 1994; Eaton et al., 1995). Para bacterioplancton y
nanoplancton, las muestras se preservaron con glutaraldehido buferado, mientras
que las de virioplancton con formalina boratada (20 g de Borato de sodio en 1 L de
formalina al 37%), ambas llevadas a una concentracion final de 1%. Las muestras de
microfitoplancton se preservaron con lugol concentrado acidificado hasta una
concentracion final del 1% (Lund et al. 1958). Las muestras para analisis del WSSV

fueron congeladas a -20 °C hasta su procesamiento.
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V1.2 TRABAJO DE LABORATORIO

VI.2.1 Determinacién de nutrientes

Para el analisis de nutrientes inorganicos y Clo a se emplearon las técnicas
propuestas en el manual de analisis quimicos para aguas marinas (Strickland &
Parsons, 1972), mientras que para urea se basdé en el método desarrollado por
Mulvenna & Savidge (1992). Las determinaciones de amonio, nitratos, nitritos,
fésforo reactivo, acido silicico y urea se realizaron por colorimetria y
espectrofotometro a partir de muestras filtradas a través de filtros de fibra de vidrio
Whatman GF/F. Para la cuantificacion de Clo a, las muestras se pasaron a traves de
filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F. Estos filtros se almacenaron a -20 °C en un
congelador hasta su posterior analisis. La extraccion de pigmentos se efectud en una
solucién de acetona al 90% y se cuantificé también por espectrofotometria; el calculo
de Clo a se hizo segun la ecuacion descrita por Jeffrey & Humphrey (1975).
Adicionalmente, a partir de las muestras sin filtrar se detectaron las concentraciones
de Nitrégeno total (NT) y Fésforo total (FT) por el método de digestidon propuesto por
Valderrama (1981) y teniendo en cuenta algunas consideraciones finales segun
Strickland & Parsons (1972).

VI.2.2 Recuento total de Microorganismos

VI.2.2.1Recuento total de microplancton

Para este proposito se aplico el método de recuento por microscopia invertida
sugerido por Lund et al. (1958), Utermdéhl (1958) y Herbert (1990). En el
procedimiento se adicion6 un volumen determinado de muestra bien homogenizada
en la cdmara de sedimentacion. Cada muestra se dejé precipitando por un periodo
no menor a 24 horas en una superficie plana y horizontal para no alterar la
distribucion de los microorganismos en el fondo de la camara. Para esta variable

bioldgica se realizdé un conteo de todos los individuos en el fondo de la camara con
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morfologias claramente fitoplancténica con tamafo entre los 20 - 200 pym, haciendo
una diferenciacion e identificacion hasta nivel de clase. Adicionalmente, se
cuantificaron los organismos del Phylum Ciliophora (ciliados vy tintinidos),
especificando el numero del componente heterotréfico (CH) y el autotréfico (CA) que
se diferenciaron por su morfologia. Este ultimo estuvo representado exclusivamente

por Myrionecta rubra (= Mesodinium rubrum).

Para la obtencion de numero total de fitoplancton por litro, se usé la siguiente

ecuacion:

CélulassmL™' =N/V (1)

En donde:
N = Numero de total células en el fondo de la camara.
V = Volumen sedimentado (mL).

VI.2.2.2 Recuento total de nanofitoplancton (NF) y nanozooplancton (NZ)

Para el recuento de organismos nanoplancténicos, se utilizé el método con
microscopia de epifluorescencia descrito por Caron (1983) y Sherr et al. (1993)
usando como fluorocromo la primulina, que a diferencia de otros, tiene afinidad por
los lipidos de las membranas celulares. Una caracteristica de esta técnica es que
permite el conteo de organismos autotrofos y heterétrofos en la misma preparacion

cambiando el juego de luz de excitacion en el microscopio de epifluorescencia.

Se empled una solucion de primulina a una concentracion de 250 pg-mL'1 en
agua destilada con M-Trizma-hydrochloride 0.1 M a un pH de 4.0. Esta se filtr6 a
través de membranas de 0.22 um antes de su uso. Un volumen de la muestra (10 a
50 mL) se filtr6 en un sistema de filtracion de 25 mL de capacidad a través de una
membrana de policarbonato de 25 mm de diametro y 0.8 ym de tamano de poro,
previamente humedecida con 2 ml de una solucion de lavado (Tris-HCI 0.1 M);

posteriormente, se lavd el embudo de filtracion con agua destilada estéril para
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arrastrar los organismos que hubiesen quedado en las paredes del embudo.
Posteriormente, el embudo de filtracion se quita y el soporte con la membrana se
inunda con la solucién de Primulina sin aplicar presién de vacio dejandola reaccionar
por 15 minutos; después se filtra el fluorocromo y el exceso de colorante en la
membrana se lava con 2 mL de la solucion de lavado. Una vez que la membrana
esta seca se retira con pinzas, se extiende sobre un portaobjetos y finalmente se
lleva a cabo el montaje colocando un cubreobjeto y usando aceite de inmersion de
baja fluorescencia. Las preparaciones son analizadas inmediatamente o

almacenadas en oscuridad y bajo refrigeracion hasta su conteo.

Como referencia para el conteo de microorganismos se empleé una reticula
(1.0 cm?) colocada en el ocular del microscopio. Se enumeraron un minimo de 200
células por filtro en campos elegidos aleatoriamente. Se consideraron todas las
células de morfologia definida y con tamanos entre 2 a 20 um; asi como, todos los
individuos que quedaron en los bordes de la reticula, siempre y cuando mas del 50%
de su estructura se encontrara dentro de la misma. El recuento total de nanoplancton
(NT) y nanofitoplancton (NF) se realiz6 por medio de un microscopio de
epifluorescencia (Olympus BX60) a una amplificacion de 100X y bajo emision de un
filtro multibanda entre 360 - 730 nm. La fraccion total estuvo compuesta por todas las
morfologias celulares fluorescentes, mientras que las segundas correspondieron a
aquellas con fluorescencia roja-naranja por la presencia de clorofila a. En el caso de
que la morfologia celular fuera dificil de detallar, se cambio el espectro de banda a

emision azul (A: 460 — 490 nm) para su conteo.

Para ésta técnicas la densidad de organismos NT y NF se determin6 con la
ecuacion (2), con los respectivos ajustes para microscopia de epifluorescencia como
se muestra a continuacion:

CélulassmL™ =NxFxD/V (2)
En donde:

N = Numero de células promedio por reticula.
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F = Numero de veces que cabe el area de la reticula en el area efectiva de filtracion
del filtro.

Area de filtracion = n-.r* (20106 mm?)
Area reticula = (0.01 mm?en 100X)
D = Inverso de la dilucién (aporte del fijador).

V = Volumen filtrado de la muestra (mL).

A partir de la diferencia entre ambas densidades (NT y NF) se obtuvo la

abundancia de nanozooplancton (NZ), de acuerdo a la siguiente ecuacion (3):

Abundancia de NZ (Células-mL™") = NT (Células'mL™") = NF (Células-mL™) (3)

VI.2.2.3Recuento de picoplancton autotrofo (PA)

A diferencia del componente heterotrofico, los organismos fotosintéticos
pueden ser visualizados simplemente por la autofluorescencia roja de la Clo a bajo
emisién de longitudes de onda del azul y el violeta (A: 420-440nm) (Maclsaac &
Stockner, 1993). De esta forma, los organismos son concentrados en una membrana
de policarbonato de 0.2 um de diametro de poro, sin llevar a cabo alguna tinciéon con
fluorocromo (Booth, 1993). Durante la filtracion se tomo entre 2 y 6 mL de muestra de
agua fijada con glutaraldehido buferado. Posteriormente, se lavé la torre de filtracion
con agua destilada estéril filtrada para recuperar posibles organismos adheridos a las
paredes. Para la elaboraciéon y montaje de las laminas se tuvo en cuenta las mismas
indicaciones del componente anterior. Se conté un minimo de 200 células en campos
aleatorios (Kepner & Pratt, 1994), cuyas morfologias correspondan a una esfera u
ovalo menores a 2.0 ym y de fluorescencia roja. Para los célculos de densidad se

emplea la ecuacién 2.

-22-



Para el calculo del componente BP se realizé la sustraccidon de la densidad de
PA a la densidad de picoplancton total tefiido con SYBR Gold, de acuerdo a la

ecuacion 3 expresada para nanoplancton.

VI.2.2.4Recuento total de bacterioplancton (BP) y virioplancton (PSV)

Para el recuento total de procariotas planctonicos (tanto autétrofos como
heterotrofos) y virioplancton se siguié el método de microscopia de epifluorescencia
con el fluorocromo SYBR Gold (especifico para acidos nucleicos), segun la
metodologia descrita por Noble & Fuhrman (1998), Chen & Wang (2007) y Chen et
al. (2001) con algunas adecuaciones realizadas en el laboratorio de microbiologia de
CICIMAR-IPN.

Las muestras se procesaron filtrando un volumen de muestra a través de un
filtro ANODISC de o6xido de aluminio de 0.02 uym usando un filtro de soporte de
acetato de celulosa de 0.45 pym. El volumen a filtrar dependié6 de una serie de
pruebas preliminares de acuerdo al numero de virus contados por campo en la
reticula. Posteriormente a la filtracion, los filtros se secaron cuidadosamente sobre un

pafo protegiéndolos de la luz.

Una vez secos, los filtros se colocaron sobre portaobjetos donde previamente
se agrego de 100 ul del fluorocromo SYBR Gold (concentracién final 2.5X). Estos se
dejaron en contacto con el colorante por un tiempo de 15 minutos protegidos de la
luz. Pasado el tiempo de tincion los filtros se secaron al aire y se montaron para su
observacion en portaobjetos usando como liquido de montaje Citifluor o en su
defecto aceite de inmersidn de baja fluorescencia o con una solucion preparada con
50% de Glicerol y 50% de solucion Tris-HCI (10 nM) y EDTA (1 mM). Los filtros
tefidos fueron inmediatamente analizados por microscopia de fluorescencia para

evitar pérdida de la fluorescencia o almacenados temporalmente a -20 °C

Para el recuento se empled luz de excitacion azul y se siguieron las

indicaciones ya mencionadas acerca de los campos aleatorios. Los virus o particulas
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similares a virus (PSV) como se reporta en la literatura, se visualizan como puntos
fluorescentes verdes, que se diferencian de otras particulas de tamafo similar por el
brillo intenso y de las células procariotas, las cuales poseen sus morfologias tipicas
(bacterianas) y mayor tamafno. Se cont6 un total entre 400 a 800 particulas similares
a virus (PSV) y entre 250 a 600 células con morfologias y tamafos acordes al
picoplancton (>0.2 ym). La densidad de particulas similares a virus (PSV) y

procariotas se determind con la ecuacion 2.

VI.2.2.5Deteccién del virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) por
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de una muestra de
agua fraccionada

Extraccion de ADN. Previo a este procedimiento las muestras de agua se dejaron
descongelando a temperatura ambiente. Con el propdsito de retener cada una de las
fracciones plancténicas del micro, nano, pico y femtoplancton, cada muestra de agua
fue pasada a través de un tamiz (20 um) y posteriormente filtrada por membranas
con diametros de poro de 1.2 ym (GF/C, VWR. Cat. No. 516-0081), 0.2 ym
(Policarbonato, Whatman. Cat. No. 110606) y 0.02 ym (tipo ANODISC, Whatman.
Cat. No. 6809-6002), respectivamente. ElI volumen de agua filtrado para
microfitoplancton y nanoplancton fue alrededor de 150 - 1,000 mL, mientras que para
picoplancton y femptoplancton fluctuo entre 20 - 80 mL debido a la saturacion de la
membrana. Para la extraccion de ADN se utilizé el reactivo DNAzol (INVITROGEN;
No. Cat. 10503-027) siguiendo las instrucciones del fabricante con las siguientes
modificaciones. Cada membrana se introdujo en un tubo eppendorf con 500 a 1000
ML de DNAzol y se macerd con un pistilo estéril para potencializar la ruptura de
material celular y lisis de las particulas virales. Luego, cada muestra se centrifugd
(10,000 rpm a un nuevo tubo, se agregd un volumen de etanol al 100% y se mezcld
por inversion para inducir la precipitacion del ADN. Posteriormente la mezcla se
centrifugo a 4,000 rpm por un minuto. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado
fue lavado dos veces con etanol (75%). Finalmente, la pastilla de ADN fue secada al

aire por tres minutos y resuspendida en 50 uL de agua ultrapura (Millipore).
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Deteccion preliminar por PCR anidada. La aplicaciéon de ésta técnica molecular
para la deteccion del WSSV en las fracciones de los componentes microbianos se
realizd preliminarmente en extractos de fracciones de una muestra de agua
procedente de un estanque de camarén durante un evento infeccioso registrado en
junio del 2007. Para este propoésito se tuvo en cuenta la metodologia empleada por
Ramirez-Douriet (2005) de acuerdo a las indicaciones de la técnica original (Kimura
et al., 1996).

Control de ADN en los extractos. Con el fin de tener una aproximacion sobre la
presencia y calidad de ADN en los extractos fraccionados de las muestras de agua
previo a la deteccion del WSSV, se realizaron amplificaciones por PCR sencillo para
un fragmento especifico para bacterias de una region que codifica para el ARN
mitocondrial 16S. Esta consideracién se efectudé asumiendo la posibilidad de obtener
productos positivos por lo menos en las tres primeras fracciones (micro, nano y
picoplancton) de todas las muestras de agua, ya que en estas fracciones podrian
contener ADN bacteriano. En las tabla 1 y 2 se describen los juegos de
oligonucledtidos universales empleados asi como las condiciones del programa de
PCR utilizado

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para PCR sencillo y anidada. F y R se refieren al
sentido de los oligonucleétidos; F (Forward, sentido); R (Reverse, antisentido).

Nombre de Tipo Tamario del
, " Secuencia (5" - 3") b producto Referencia
oligonucledtidos PRC (ob)
F2C (F) AGAGTTTGATCATGGCTC
. Shi et al.
Sencillo 1400 (1997)
C(R) ACGGGCGGTGTGTAC
WSSV 10UT (F) ATCATGGCTGCTTCACAGAC
. Kimura et al.
Sencillo 910 (1996)
WSSV 20UT (R) GGCTGGAGAGGACAAGACAT
WSSV 1IN (F) TCTTCATCAGATGCTACTGC Kimura et al
Anidada 550 mu '

WSSV 2IN (R) TAACGCTATCCAGTATACCG (1996)
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Deteccion del WSSV por PCR sencillo y anidada. Para este fin se empled la
metodologia de Kimura et al. (1996), basada en el fundamento de la PCR anidada.
Esta técnica consiste principalmente en la deteccién de una secuencia generalmente
pequefia de ADN, la cual es amplificada a partir de un producto de mayor tamafo
obtenido de un primer PCR sencillo. Los juegos de oligonucledtidos empleados para
la deteccion de WSSV por PCR sencillo y anidada del ciclo de muestreo completo se
ilustran en las tabla 1; asi mismo, en la tabla 2 se detallan las condiciones de PCR

programadas en el termociclador (BIO-RAD) para cada juego de oligonucleétidos.

Tabla 2. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacién de ADN bacteriano
(control) y del WSSV.

Temperatura (°C) / Tiempo (min)

Paso - "
oligonucledtidos
Bacteria WSSV WSSV
(PCR sencillo) (PCR sencillo) (PCR anidada)

F2C/C wssv1out/wssv2out  wssv1in/wssv2in
1. Desnaturalizacion inicial 95°C/4 min 95°C/4 min 95°C/4 min
2. Desnaturalizacion 95°C/0.5 min 95°C/0.5 min 95°C/0.5 min
3. Hibridacion 60°C/0.5 min 55°C/0.5 min 55°C/0.5 min
4. Elongacion 72°C/2 min 72°C/1 min 72°C/0.05 min
No. de ciclos (pasos 2 al 4) 32 30 35
5. Elongacién final 72°C/5 min 72°C/5 min 72°C/5

Mezcla de reaccion para PCR en punto final: Se prepararon reacciones de
12.5 y 25 yl con la siguiente mezcla de reaccién: 1.0X del buffer PCR, 1.5 mM de
MgCl,, 0.5 uM de cada oligonucleétido, 0.5 mM de los dNTPs (dATP, dCTP, dTTP y
dGTP) (Invitrogen, Cat. No0.10297.018), 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen,
Cat. No. 11615-010) y 1 - 2 yL de extracto de ADN.
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Se emplearon como controles positivos, ADN extraido de camarones
enfermos y productos de PCR de amplificaciones anteriores realizadas en el
laboratorio de acuacultura del CIIDIR-IPN (Unidad Sinaloa).

Electroforesis y Foto-documentacion. Todos los productos amplificados fueron
mezclados con un buffer de carga (0.25% (p/v) azul de bromofenol, 0.25% (p/v)
xilene cianol FF, 30% glicerol en agua) y cargados en pozos de un gel de agarosa al
1% en buffer TAE 0.5X (Tris-Acetato 20 mM, 0.5 mM EDTA vy &acido acético glacial,
pH 8.3) con bromuro de etidio (0.5 pg:mL™). Junto con las muestras de productos de
amplificacion se sembré un marcador molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen
Cat. No. 10787-018) con el fin de estimar el tamano del fragmento amplificado. La
electroforesis se llevo a cabo en buffer TAE 0.5X durante 45 minutos a 70 - 80
Voltios. La visualizacion de los productos de ADN en gel fue fotodocumentada en un
sistema Chemidoc de BIO-RAD.

VI.2.2.6 Concentracién de muestras por ultra-filtracion

Las muestras de agua fueron concentradas con el fin de incrementar la
probabilidad de deteccion del WSSV, en caso de encontrarse en muy bajas
concentraciones en la columna de agua. Se tomaron dos muestras de agua del
estero durante marzo de 2009. Una de ellas fue inoculada con 2 mL de un
homogenizado de tejido de camaroén infectado con WSSV, con el fin de observar la
efectividad del método para concentrar y purificar la muestra. Previo a la
ultrafiltracidén la muestra de agua fue tamizada primero por 100 y 20 ym para retirar

las fracciones mayores; cada una de estas fue almacenada para analisis posteriores.

La muestra prefiltrada fue pasada a través de un dispositivo de ultrafiltracion
tangencial (Dializador Fresenius Hemoflow) de aproximadamente 0.02 ym de tamano
de poro en sus fibras. Las particulas dentro de la muestra de agua fueron

concentradas hasta un volumen aproximado de 400 mL mediante una recirculacion y
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eliminacién constante de liquido (20 mL-min™), el cual es impulsado por la accion de
una bomba peristaltica (Manostat Carter, No. Cat. MFX07536-04).

Cada muestra de agua fue filtrada como se realizé anteriormente para obtener
las fracciones planctonicas del nano y picoplancton. Para retener el femtoplancton se
empleé un sistema de ultrafiltracion (Stirred ultrafiltration cell, Millipore) con
membrana de 10,000 Da (Millipore ultrafiltration membrana. Regenerated cellulose,
76 mm) acoplado a un sistema de gas Nitrégeno a presion. De cada fraccion
incluyendo este ultimo filtrado, se llevo a cabo la extraccion de ADN y PCR en punto
final siguiendo las condiciones descritas previamente. Adicionalmente, se agregdo
1/10 de volumen de acetato de amonio (5 M) del filtrado < 0.02 ym como un
procedimiento alterno para la precipitacion del ADN. La mezcla fue incubada a -20° C
por 30 min y centrifugada a 14,000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue eliminado y
el precipitado fue lavado dos veces con etanol al 75%, secado al aire por 5 minutos y
resuspendido en 10 pyL de agua ultrapura para ser utilizado como templado en

reacciones de PCR.

Estandarizacion del método FISH a partir de concentrados virales de tejidos de
camaron

Con el fin de comprobar y cuantificar la presencia del WSSV en aguas
naturales, fue necesario estandarizar previamente las condiciones optimas para
implementar la técnica de FISH, a partir de concentrados de particulas virales

procedentes de animales confirmados como positivos al virus.
Confirmacion molecular del WSSV en tejido de camardén.

Los procedimientos que se describen a continuacion fueron realizados con el
apoyo y bajo la supervision técnica de la Universidad Autonoma de Nayarit (UAN) de
la ciudad de Tepic (Nayarit), en las instalaciones del centro multidisciplinario de

investigaciones cientificas (CEMIC).
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Extraccion de ADN. Se utilizaron los protocolos proporcionados por los Kits de
extraccion para PCR cuantitativo en tiempo real (IQrea.™ WSSV) y semi-cuantitativo
anidada (IQz000™ WSSV) para diagnéstico del WSSV segun las especificaciones de
la casa comercial. Los camarones presuntivos de la infeccion fueron proporcionados
por la coleccion de muestras del CEMIC. En la tabla 11 se muestran los cédigos de

los animales muestreados y con su respectivo método de extraccion.

A cada camardn presuntivo para WSSV se le realizé una extraccion de ADN a
partir de un par de pledpodos por cada animal. Una vez confirmados por las técnicas
de PCR anidada (Kimura et al., 1996), cuantitativo (IQgrea.’™ WSSV) y semi-
cuantitativo (IQz00"™ WSSV), se procedié a realizar un extracto con la mezcla de tres
pares de pledpodos, correspondientes a los camarones identificados con los
numeros 154, 190 y 272.

Purificaciobn y obtencion de concentrado de particulas virales. Este
procedimiento se basé en el método por centrifugacion realizado por Liu et al. (2007),
el cual utilizé la solucion fisiolégica buffer de peneido (PPB, por sus siglas en inglés)
sugerida por Huang et al. (1999). Inicialmente, se realiz6 una mezcla peso/volumen
del tejido de camardn y solucion PPB en una proporcién 1:4 (60 mg de tejido en 240
ML de solucién). El tejido de camarén como se menciond, estuvo compuesto de un

total de 6 pledpodos procedentes de tres camarones confirmados para WSSV.

La mezcla contenida en un tubo eppendorf fue homogenizada primero a bajas
revoluciones (3,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C) para sedimentar el material celular
grueso. Posteriormente se centrifugé a 9,600 rpm (9,820 g aprox.) por 30 minutos a 4
°C. El sobrenadante fue trasladado a un nuevo tubo a partir del cual se realizé una
nueva centrifugacion a 12,000 rpm (15,300 g aprox.) durante 75 minutos a 4 °C. El
liquido fue decantado y el boton resuspendido en 1.5 mL de PPB. Cada una de las
fracciones descartadas (tejido y primer sobrenadante) incluyendo el producto final
purificado, fueron recuperadas con el propoésito de evaluar por PCR cuantitativo la

recuperacion de particulas virales.
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A cada camarén presuntivo para WSSV se le realizé una extraccion de ADN a
partir de un par de pledpodos por cada animal. Una vez confirmados por las técnicas
de PCR anidada (Kimura et al., 1996), cuantitativo (IQrea.™ WSSV) y semi-
cuantitativo (IQz00"™ WSSV), se procedié a realizar un extracto con la mezcla de tres
pares de pledpodos, correspondientes a los camarones con infeccidon severa

identificados con los numeros 154, 190 y 272 (Tabla 11).

El concentrado viral fue dividido en dos volumenes de 500 uL, uno de ellos fue
filtrado a través de una membrana ANODISC de 0.02 um de diametro de poro. A
ambas porciones del concentrado (filtrado y sin filtrar), junto con las fracciones
descartadas del proceso de purificacion (tejido y sobrenadante) se destinaron para
extraccion (kit comercial 1Qz000™ WSSV) y andlisis de deteccidn y cuantificacion de
ADN del WSSV. Los resultados de las pruebas anteriores se describen en el anexo
2.

Deteccion molecular y cuantificacion de WSSV por PCR

Con el propdsito de corroborar la carga viral del purificado del WSSV obtenido
de animales enfermos se llevaron a cabo pruebas con la PCR anidada ya
mencionada anteriormente, y otros dos métodos de PCR de caracter semi-
cuantitativo y cuantitativo que se describiran a continuacion. Adicionalmente, estas
mismas pruebas fueron aplicadas también con algunas fracciones del micro y

nanoplancton de extractos del ciclo de muestreo de 2008.

PCR anidada (Kimura et al., 1999): este método para deteccion fue descrito
previamente en el apartado VII.2.2.5 de la metodologia; las condiciones empleadas

para la amplificaciéon se mencionan en la tabla 2.

PCR Anidada semi-cuantitativa (IQau00'"). Asi como el método anterior, esta
técnica se fundamenta en una PCR anidada. Es usada para diagndstico rapido de

animales y puede diferenciar cuatro grados de infeccion: muy ligera, ligera,
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moderada y severa que equivalen respectivamente a <102, 103, 10* y 10° copias de
ADN del WSSV por 10* copias de ADN de camarén™ (Figura 4). Para la elaboracion
de la primera mezcla de reaccion se uso por cada reaccion 7.5 uL de una pre-mezcla
de reaccion (provista por el fabricante), a la cual se adicion6é 0.5 yL de la 1Qzima
DNA polimerasa (2U-pL™") y 2 pL de extracto de ADN. En el segundo paso, se agregé
al tubo con el primer producto, la pre-mezcla de la PCR anidada y 1 pyL de la IQzima
DNA polimerasa (2U-uL™).

Los programas de amplificaciéon del termociclador para ambas PCR fueron
diferentes. Primera reaccion: se llevo a 94 °C por 30 s; 62 °C por 30 s; 72 °C por 30
s, repitiendo por 5 ciclos; luego 94 °C por 15 s; 62 °C por 15 s; 72 °C por 20 s, repetir
15 ciclos; posteriormente, como ciclo final a 72 °C por 30 s; 20 °C por 30. Segunda
reaccion: 94 °C por 20 s; 62 °C por 20 s; 72 °C por 30 s, se repitio 25 ciclos; y
finamente un ciclo de 72 °C por 30 s y 20 °C por 30 s.

Semi-cuantitativo (1Q ,q0)
] 2 3 4 S ) 7 8 9 M

: muestra con infeccion severa del WSSV

: muestra con infeccion mediana del WSSV

: muestra con infeccion ligera del WSSV

: muestra con infeccion muy ligera del WSSV

: Muestra con infeccion negativa del WSSV

: Agua tridestilada

: WSSV P(+) estandar, 2000 copias/reaccion

: WSSV P(+) estandar, 200 copias/reaccién

: WSSV P(+) estandar, 20 copias/reaccion

M: marcador del peso molecular, 848 pbs, 630 pbs, 333 pbs.

O oO~NOOOPEWN-

Figura 4. Productos de PCR de muestras con diferente grado de infeccion y estandares de
concentracion de ADN de WSSV amplificados por el método 1Qa000 ™ para PCR semi-
cuantitativo (Tomado de manual del kit 1Qz00™).
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PCR cuantitativa (IQrea'"). Para este propdsito se empled la técnica de PCR en
tiempo real, que determina el numero de amplicones o productos de PCR conforme
la reaccion progresa. Para esta deteccion el equipo posee un sistema Optico que
mide la fluorescencia emitida en cada ciclo de amplificacion. De esta manera la
cantidad de fluorescencia generada es proporcional a la cantidad de producto de
amplificacion obtenido, de acuerdo a una curva de calibracidn realizada con

estandares de concentracion conocida de numero de copias del genoma del WSSV.

La mezcla de reaccion se llevd a cabo teniendo en cuenta una proporcion de
21 pL de reactivo pre-mezcla para tiempo real, 2 yL de 1Qzima DNA polimerasa
(2U-uL™") y 2 pL de extracto de ADN o estandar de ADN de concentracién conocida.
Las condiciones de PCR fueron: 93 °C por 15 s, 60 °C por 60 s, se repitié por 40

ciclos y luego se llevé a 93 °C por 15 s; 60 °C por 60 s, y esto se repitid 40 ciclos.

En la figura 5 se muestra la curva de calibracién realizada por la plataforma
SDS (por sus siglas en inglés Sequence Detection Software) para el sistema de PCR
en tiempo real 7500 (Applied Biosystems), a partir de los tres estandares de ADN
plasmidico del WSSV y de un gen enddégeno de camarén de concentracion conocida
(100,000, 10,000 y 1,000 copias de ADN-uL"). Hay que mencionar que los
estandares de 10 y 100 copias de ADN-pL™" fueron eliminados de este analisis

debido a la alta dispersion de sus réplicas y ausencia de un buen ajuste lineal.
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Figura 5. Curva de calibracion de estandares de concentracién conocida (100.000,
10.000 y 1000 copias de ADN-uL™"). Ct: (Threshold cycle) nimero de ciclos en el cual la
fluorescencia alcanza el umbral de deteccion. Log Co: logaritmo de la concentracion de
ADN.

V1.3 ANALISIS DE DATOS

Para facilitar el manejo de la informacion obtenida en laboratorio, ésta se
organizd en matrices realizadas en el programa Microsoft Excel®. Los resultados
presentados en este documento incluyen el registro de cada una de las abundancias
de los componentes microbianos y microfitoplancton, asi como los datos fisico-
quimicos detrminados correspondientes a los cinco primeros meses de muestreo
(diciembre de 2007 a septiembre de 2008), para las estaciones del sistema lagunar

(estero El Tortugdén y boca de Macapule). A partir del analisis exploratorio de los
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datos, se realizaron graficas de lineas para observar el comportamiento temporal de

las variables consideradas.

Debido a la falta de homocedasticidad en la matriz general de datos
ambientales y bioldgicos se emplearon algunas pruebas no paramétricas a través del
paquete estadistico STATISTICA 8.0. Con el propdsito de visualizar diferencias entre
ambas series de tiempo de cada sitio de muestreo en la laguna se efectuaron
algunas pruebas pareadas de Wilcoxon. Se establecieron relaciones entre y dentro
de ambos tipos de variables por medio de correlaciones de Spearman. Asi mismo,
para encontrar una mejor explicacion de la influencia ambiental sobre los
componentes microbianos se efectud un analisis multivariado de correspondencia
canonica (ACC). Previo al ACC, se realizaron algunas transformaciones tanto de las
variables ambientales como de los componentes microbianos, que atenuaron las
diferencias observadas (varios ordenes de magnitud) dentro de las concentraciones y
las abundancias. Los datos ambientales fueron normalizados con la funcion
logaritmica (Log1o (x+1). A los biologicos, en cambio, se les aplicd una relativizacion
con respecto al maximo valor de cada variable (X;j/Xmax), Segun sugerencias dadas
por el paquete estadistico PC-ord version 4 para analisis multivariados de datos
ecoldgicos. Para el analisis general (incluyendo ambos sitios de muestreo) se
tomaron quince componentes bioldgicos y trece variables ambientales; en cada sitio
de muestreo, en cambio, se disminuyd el numero de estas ultimas variables a 12,
debido a restricciones del software acerca de exceder el numero de observaciones
(trece). Dentro del analisis se hicieron 1000 iteraciones de Montecarlo para observar

la significancia de los ejes.

En el caso particular de las comunidades microbianas se aplicaron algunos
cocientes tales como virus:microorganismo (Wommack & Colwell, 2000),
Bacterioplancton:nanozoplancton (Sanders et al. 1992) y microorganismo:ciliados
heterétrofos, con el fin de inferir posibles acoplamientos y relaciones entre

componentes tréficos (depredacién, pastoreo, parasitismo, etc.).
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VIl RESULTADOS

VIl.1 VARIABLES AMBIENTALES

VIl.1.1Datos meteoroldgicos

Los datos de irradiancia solar y direccion y velocidad del viento fueron
suministrados de la estacidon meteorologica El Tortugdn que se encuentra inmersa
dentro del area de estudio. Datos complementarios de precipitacion, evaporacion y
temperatura ambiental fueron tomados de la estacion meteoroldgica del CIAD (Las
Glorias) mas cercana al sistema lagunar ubicada a los 25° 31' 4" Ny 25° 31' 4" W. La
mayor parte de los datos presentados corresponden a promedios mensuales,
exceptuando rapidez y direccion de los vientos y precipitacion, en los cuales se
visualizaron tendencias usando valores mensuales acumulados, y una serie de
tiempo de valores con una resolucion diaria, respectivamente. En el caso de los
datos de irradiancia solar, se tuvieron en cuenta uUnicamente aquellos

correspondientes a las horas de luz (7:00-19:00 h).

VIl.L1.1.1 Precipitacion de agua

Durante el estudio la mayor parte de la precipitacion se concentré en dos
periodos. El primero se registré en diciembre del 2007 y acumulé el 21 % del agua
precipitada (102.2 mm), mientras que el segundo periodo correspondiente a julio-
septiembre de 2008 obtuvo el 77 % (357 mm). Durante este ultimo, los mayores
niveles se registraron en septiembre, representando un 40 % del total de la lluvia

(184.4 mm) en el ciclo estudiado (Figura 6a).

VII.1.1.2 Irradiancia solar

Para estas zonas latitudinales la irradiancia solar tiene una marcada
fluctuacién estacional, que incluye también la influencia negativa por la nubosidad
asociada al incremento en los valores de precipitacion de agua. Los minimos

promedios mensuales se reportaron consistentemente en los meses de diciembre de
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2008 y 2009 (77.3 y 80.0 pEinstein'm?s™, respectivamente) y en enero de 2008
(84.6 pEinstein-m?-s™) y los maximos (114.5 — 132.8 uEinstein-m?-s™) en el periodo

comprendido entre marzo-julio de 2008 (Figura 6a).
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Figura 6. Variacion temporal de algunas variables meteoroldgicas entre diciembre de
2007 y diciembre de 2008. (a) Precipitacion de agua e irradiancia solar y (b) Temperatura
ambiental y humedad relativa. Los valores de temperatura, humedad relativa e irradiancia
son promedios mensuales; los de precipitacion corresponden a niveles acumulados
mensuales. Datos proporcionados por las estaciones meteorolégicas Las Glorias (CIAD),
CNA Guasave y El Tortugén (CIIDIR-Sinaloa).
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VII.1.1.3 Humedad relativa

Los valores promedio mensuales registraron un intervalo de variacion entre
59.0 y 75.1 % a lo largo de ano. La tendencia temporal de esta variable presento
acentuados decrementos entre abril — mayo de 2008 y maximos niveles (> 70 %)
entre diciembre de 2007 — febrero de 2008, agosto — septiembre de 2008 y en

diciembre del mismo afio (Figura 6b).

Vil.1.1.4 Temperatura ambiental

Se reportaron valores promedios mensuales entre 16.4 — 29.6 °C durante el
ciclo de muestreo. Estos datos revelaron una marcada variacion estacional con
valores minimos durante diciembre — marzo de 2008 (16.4 — 17.2 °C) y diciembre de
2008 (19.2 °C), asi como maximos entre junio — octubre del mismo afo (28.4 — 29.6
°C) (Figura 6b).

VII.1.1.5 Direccién y rapidez del viento

La tendencia temporal revelé un predominio de los vientos del NO (8.2 - 11.0
km-h™") durante diciembre de 2007-febrero de 2008, mayo y agosto-diciembre de
2008. Sin embargo, los vientos mas intensos para todo el ciclo de muestreo (13.5

km-h™") fueron detectados en junio procedentes del SE (Figura 7).

VII.1.2Hidrografia

Debido a la ubicacién de ambos puntos de muestreo, se reconocieron diferencias
evidentes en algunas de las caracteristicas hidrograficas que podrian haber influido
en la toma de muestra con el tubo segmentado. La boca de Macapule se encuentra
ubicada al noroeste de la laguna y esta descrita como una de las entradas mas
importantes de agua procedente del golfo de California. A través de ésta, corre un
canal estrecho que se continua a lo largo del sistema y comunica con la boca sur o
Bocanita. La constante entrada y salida de agua al sistema debida al flujo y reflujo en

concordancia con el ciclo de marea mixta semidiurna, determina las condiciones
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favorables para que en la boca de Macapule se presenten las mayores
profundidades del sistema. El estero El Tortugdn, se encuentra al costado noreste,
adyacente a un canal central de navegacion, y es relativamente somero y bordeado
por abundante vegetacion de manglar. En este estudio, la profundidad de El
Tortugdn generalmente se mantuvo alrededor de los 1.3 y 4.5 m; en cambio, en la

boca de Macapule fluctuo entre los 3.5y 7 m.

—%— Rapidez del viento (km.h'1)
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Figura 7. Variacién temporal de la velocidad y direccion de los vientos El Tortugon entre
diciembre de 2007 y diciembre de 2008. Noroeste (NO); suroeste (SO); suroeste (SE);
noreste. Datos proporcionados por las estaciones meteoroldgicas Las Glorias (CIAD),
CNA Guasave y El Tortugon (CIIDIR-Sinaloa).

VII.1.3Medio fisico-quimico

La temperatura superficial del agua fue generalmente mayor en el estero El
Tortugdn que en la boca de Macapule, excepto durante diciembre de 2007 y 2008 y
octubre de 2008 (Figura 8a). Los intervalo de variacién de temperatura tanto en el
estero (17.9 °C - 32.6 °C) como en la boca (16.5 °C y 31.8 °C) fueron consistentes

con temperatura ambiental (Spearman; p< 0.05) y las estaciones climaticas durante
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el ciclo anual. La temperatura superficial del agua registro una tendencia a
incrementar sus valores desde enero del 2008 hasta julio del mismo afio,
manteniendo neveles altos hasta septiembre; los meses siguientes se caracterizaron
por un descenso gradual hasta diciembre. Los incrementos mas importantes fueron
reportados entre febrero-marzo y mayo - julio de 2008. Con base en estos datos de
temperatura superficial se definidé una temporada climatica fria comprendida entre
diciembre de 2007 - mayo de 2008 caracterizada por niveles inferiores a los 25 °C y

una calida entre mayo - noviembre de 2008 (Figura 8a).

El pH presentd niveles entre 7.6 - 8.2, registrando una tendencia estacional
marcada en la boca con valores menos alcalinos durante los meses frios (diciembre
de 2007 - mayo de 2008). En el estero el comportamiento del pH fue fluctuante, sin
una estacionalidad definida, y con un intervalo menor de variacion. Los maximos
valores no se observaron simultdneamente para ambos sitios (marzo y junio en el
estero y la boca, respectivamente), no obstante, coincidieron en algunos repuntes
(Figura 8b).

Los valores de salinidad observados a lo largo del ciclo anual, indicaron el
predominio de condiciones marinas (Figura 8c). Su oscilacién fue independiente en
ambos puntos de muestreo, aunque menos fluctuante en la boca (34 - 39 ups) con
relacion al estero (33 - 40 ups). Los datos mas altos correspondieron a diciembre de
2007 y junio de 2008 en el estero y septiembre de 2008 en la boca (Figura 8c).
Durante el periodo calido se observo cierta tendencia a la disminucion de la salinidad

que aparentemente es coherente con el periodo de mayor precipitacion.

La profundidad del disco Secchi mostré fuertes diferencias espaciales y
temporales, indicando menores transparencias del agua en el estero El Tortugon,
especialmente en los lapsos de tiempo comprendidos entre abril - junio de 2008 y
septiembre - octubre del mismo afio (< 0.65 m). Este ultimo periodo coincidié también
con las menores transparencias en la boca (< 1.15 m), junto con enero - marzo de
2008 (Figura 8d). En términos de la profundidad de la capa fética, la irradiancia solar
abarco casi toda la columna de agua, excepto en los meses de enero y marzo en

ambas estaciones, y entre septiembre - octubre en la boca (Anexo 1).
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La concentracion de oxigeno disuelto en ambas estaciones fluctué de manera
similar durante los meses calidos, con valores generalmente mayores en la boca que
en el estero, exceptuando diciembre de 2007 y marzo de 2008 (Figura 8e). Maximos
niveles en la boca se reportaron durante enero-marzo (6.6-7.9 mg-L™") y septiembre
de 2008 (7.2 mg-L™"), siendo este ultimo mes (6.2 mg-L™") también alto junto con
diciembre de 2007 (6.1 mg-L™) en el estero. El porcentaje de saturacién de oxigeno
siguio una tendencia similar a los niveles de concentracion, sin embargo, los valores

se incrementaron considerablemente en los meses calidos (Figura 8f).

VII.1.4Nutrientes inorganicos disueltos

La mayor parte de las especies de nutrientes inorganicos presentaron
mayores niveles durante los meses mas frios (Figura 9). La dinamica temporal de
cada elemento (N, P y Si) fue diferente. Sin embargo, el NID tuvo quizas la mayor
correspondencia coincidencia con los periodos climaticos calido y frio (Figura 7a),
reflejado negativamente con los valores de temperatura superficial del agua
(Spearman= -0.56; p< 0.05) y positivamente con la direccién e intensidad de los
vientos procedentes del noroeste. Las diferencias entre las concentraciones de
ambos lugares carecieron de significancia (Wilcoxon; p >0.05), exceptuando la

concentracion de acido silicico y la proporcion Nitrogeno:silice (N:Si) (Figura 9b, c).

Vil.1.4.1 Nitrégeno

El Nitrogeno inorganico disuelto (NID), fue generalmente alto en el periodo frio
(diciembre de 2007 — abril de 2008) con respecto al calido (mayo — noviembre de
2008), excepto tal vez por un bajo valor observado en marzo en la estacién del
estero (4.6 uM) (Figura 9a). La mayor concentracion de NID fue detectada en
diciembre (estero: 21.1 uM; Boca: 17.7 uM) debido al aporte de altas
concentraciones de la forma reducida y especialmente de las oxidadas. Bajas
concentraciones en ambas estaciones se detectaron en junio (estero: 2.9 yM; boca:
1.7 uM) y también en mayo y en agosto del 2008 para la boca (1.5 uM) y el estero
(2.4 uM), respectivamente.
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El amonio fue la forma nitrogenada predominante a lo largo del estudio,
siguiendo un patrén similar al del NID, con excepcion de algunos meses en los que
las formas oxidadas fueron mas importantes (Figura 9a). Los maximos niveles de
amonio se reportaron en enero de 2008 (estero: 14.5 uM; boca: 11.1 pM), sin
embargo, se observé un repunte importante en la boca durante abril (12.4 uyM). Las
menores concentraciones de amonio en ambos sitios de muestreo se registraron en
los meses calidos, fluctuando desde el rango de indetectable (<0.1 yM) en mayo de
2008 hasta niveles de 6.8 (septiembre) y 2.7 yM (agosto) en el estero y la boca,
respectivamente (Figura 9a). Los nutrientes oxidados no fueron la excepcién a la
tendencia estacional, presentando rasgos similares en ambos sitios de muestreo con
maximos valores unicamente en diciembre del 2008 (estero: 12.2 yM; Boca: 9.8 uM)

y minimos concentrados en los meses calidos (< 3.8 uM) (Figura 9a).

VIl.1.4.2 Fésforo reactivo

El anion PO4 también denominado como Foésforo inorganico disuelto (FID)
difirié temporalmente del patron estacional observado para el NID, caracterizandose
por altos valores al final del periodo frio e inicios del calido. En la mayoria de los
muestreos los niveles fueron superiores en el estero El Tortugdn, exceptuando el
pico mas relevante en la boca durante mayo (2.7 uM) que precedié al maximo valor
detectado para El Tortugdn en junio (3.4 uM). A pesar de estas diferencias, ambos
sitios coinciden con menores niveles (<1.9 uyM) durante el resto del ciclo de

muestreo. (Figura 9b).

VIl.1.4.3 Silicio

La variacion del acido silicico registré mayores concentraciones en el estero
que en la boca de Macapule. Sin embargo, ambos lugares mostraron una tendencia
mas o0 menos similar hasta mayo de 2008, con maximos niveles en marzo del mismo
afo que fueron aproximadamente dos veces mas elevados en el estero (138.5 M)
que en la boca de Macapule (72.3 pM). A partir de mayo los niveles de este i6n en la

estacién de la boca se mantuvieron constantes y bajos con un minimo en diciembre
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de 2008 (1.2 uM); por otra parte, dos importantes repuntes fueron observado en el
estero para junio (94.9 uM) y noviembre (94.9 pM) de 2008 (Figura 9b).

Vil.1.4.4 Razon N:Si:P (inorganico)

En cuanto a las proporciones de los nutrientes inorganicos Nitrégeno:Fosforo
(N:P) y Nitrogeno:Silice (N:Si), en todos los casos se presentd limitacion por
Nitrégeno (<16:1 y <1:1, respectivamente), exceptuando los meses de enero y
febrero de 2008, que revelaron aparentemente un estado de equilibrio y/o ligera
limitacion por fésforo (Figura 9c). Estacionalmente, la condicion mas limitante se
observo durante el periodo calido y en el mes de marzo 2008 en el estero,
coherentemente con los bajos niveles de NID y moderados a altos valores de

fosfatos y acido silicico (Figura 9b).

VII.1.5Nutrientes orgénicos disueltos

En este trabajo fue posible unicamente el analisis de urea, que es una fraccion
importante del Nitrégeno organico disuelto en ambientes acuaticos. Las principales
fuentes de este compuesto son las aguas procedentes de actividad agricola, la
remineralizacion de la materia organica y excreciéon de invertebrados y protozoarios.
Existen muchos otros importantes compuestos organicos disueltos, como
aminoacidos, acidos nucleicos y expolimeros, ente muchos otros, sin embargo en

este trabajo no fueron determinados.

VII.1.5.1 Urea.

Las tendencias fueron particularmente diferentes en ambas estaciones (Wilcoxon;
p<0.05) a diferencia de los patrones de la mayoria de los nutrientes inorganicos. En
el estero los valores fluctuaron sinusoidalmente entre 4.1 y 14.7 uM, con altos
valores en enero, mayo, agosto y noviembre del 2007 alternados por meses de

menores concentraciones que alcanzaron el minimo valor en marzo (Figura 9a). Por
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otra parte, la boca de Macapule mostré registros elevados con respecto al lugar
anterior; sin embargo, sus bajos niveles (<13.5 yM) se concentraron en los meses
mas frios (diciembre de 2007 — marzo de 2008) y subsecuentemente los altos en los
célidos. Dentro de este ultimo periodo se resaltaron algunos meses como mayo,

agosto octubre y noviembre por sus maximos niveles alcanzados (Figura 9a).

VII.1.6Nitrogeno y Fésforo total

Las concentraciones de NT y FT presentaron mayores fluctuaciones y
magnitudes en el estero El Tortugdbn que en la boca de Macapule (Figura 7d),
aunque estadisticamente las diferencias entre ambas estaciones solo fueron
significativas para FT (Wilcoxon; p<0.05). Maximas y minimas concentraciones de
NT y FT siguieron una tendencia comun en el estero detectandose altos valores en
marzo (NT: 39.0 uM; FT: 11.1 pM), julio (NT: 43.2 uM; FT: 7.8 uM) y septiembre de
2008 (NT: 43.2 uM; FT: 23.4 yM) alternados con periodos de notables disminuciones
(Figura 7d). En la boca de Macapule en cambio, los picos mas sobresalientes de NT
se reportaron en abril (34.5 uM) y octubre de 2008 (39.0 uyM). Para esta misma
estacion, el FT registro valores ligeramente moderadamente bajos y poco fluctuantes
con respecto al estero, sin embargo, en los meses frios éstos fueron ligeramente
superiores (3.9 - 4.4 uM) que en el periodo contemplado entre junio y diciembre de
2008 (< 2.7 uyM) (Figura 9d).

La fraccion del NT libre de la porcion inorganica disuelta (NID), es decir la
fraccion organica mas la inorganica particulada, tuvo altas contribuciones en la
mayoria de los muestreos. Sin embargo, estacionalmente presenté una tendencia a
encontrar porcentajes superiores al 81.5 % del NT en los meses calidos de ambos
sitios de muestreo. Un comportamiento ligeramente opuesto fue observada con la
fraccion del FT exenta de Fosforo inorganico disuelto (FID), predominando

proporciones mayores al 64 % durante los meses mas frios (Figura 10a, b).
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VIl.2 DENSIDAD DE COMPONENTES MICROBIANOS

VII.2.1Virioplancton, bacterioplancton y picoplancton autotrofo

En general las densidades de picoplancton autétrofo (PA), bacterioplancton

(BP) y virioplancton (PSV) fluctuaron alrededor de un orden de magnitud a lo largo

BP y PSV fluctuaron conjuntamente

).

b
0.51; p<0.05), presentando altos valores durante la temporada fria con

del periodo de estudio (Figura 11a,

(Spearman

diciembre de 2007 fue la excepcién

sin embargo

respecto a los meses mas calidos,

reportando las menores densidades junto con septiembre de 2008. Esta tendencia

fue quizas menos pronunciada para BP en la boca de Macapule, registrando bajas
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concentraciones entre diciembre del 2007- febrero de 2008 y en diciembre de 2008.
Altas abundancias se observaron en marzo (estero: 1.49x10" +2.46x10° cél-mL™;
boca: 1.53x10” +9.63x10* cél-mL™") y maximas durante octubre (1.65x107 +1.04x10°
cél'-mL™) y noviembre de 2008 (1.63x10” +8.42x10° cél'-mL™) en el estero siendo
este ultimo mes coherente también con un importante repunte en la boca de
Macapule (1.33x107 +8.94x10* cél-mL™") (Figura 11a, b).
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Figura 11. Variacién temporal de la densidad de virioplancton (PSV), bacterioplancton
(BP) y picoplancton autétrofo (PA) en las estaciones del estero El Tortugén (a) y la boca
de Macapule (b) entre diciembre de 2007 y diciembre de 2008. Las barras indican el
error estandar.
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Los mayores registros de PSV para ambos sitios de muestreo se observaron
en enero de 2008 (estero: 1.49x10% +1.44x10” PSV-mL™"; boca: 1.63x10% +9.82x10°
PSV:mL™") con algunos repuntes importantes en marzo del mismo afio (estero:
1.10x10% +6.01x10° PSV-mL™"; boca 1.42x10° +8.40x10° PSV-mL™) y diciembre de
2008 en el estero (1.16x10° +8.29x10° PSV-mL™) (Figura 11a, b).

Durante todo el estudio el PA estuvo dominado por cianobacterias cocoides,
sin embargo, algunos pico-eucariontes fueron detectados en altas abundancias
durante julio y octubre. A diferencia del PSV y BP, este componente presentd un
patron estacional opuesto, asi como marcadas disimilitudes entre ambos sitios de
muestreo (Wilcoxon= 2.76; p< 0.05) relacionadas principalmente con sus
magnitudes. Sus abundancias fueron relativamente bajas (1.5x10%- 9.3x10* cél-mL™)
y poco fluctuantes en el periodo mas frio comprendido entre diciembre de 2007 y
marzo de 2008, observandose valores ligeramente superiores en el estero. A partir
de abril de 2008, fueron registrados incrementos de alrededor de un orden de
magnitud que fueron sostenidos hasta noviembre de 2008. Durante este periodo
céalido las densidades fueron considerablemente mas altas y fluctuantes en el punto
del estero con relacion a la boca. Para diciembre de 2008, las concentraciones de PA
llegaron a ser muy similares a las observadas al inicio del ciclo de muestreo (Figura
11a, b).

VIl.2.2Nanoplancton autétrofo y heterétrofo

Las concentraciones promedio de nanofitoplancton (NF) y nanozooplancton
(NZ) difiieron en ambas estaciones (Wilcoxon; p< 0.05) y fueron generalmente
mayores en la estacién del estero El Tortugén (NF: 9.77x10° cél-mL™"; NZ: 1.77x10°
cél'mL™") que en la boca (NF: 6.0x10° cél'mL™; NZ: 2.62x10° cél'mL™"), con
excepcion de enero, marzo y julio de 2008 para NF y este ultimo mes también para
NZ (Figura 12a, b).
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Temporalmente, ambos componentes nanoplanctonicos siguieron tendencias
diferentes, registrandose mayores densidades para el NF durante todo el estudio,
excepto en diciembre de 2007 cuya condicion fue inversa de NZ. (Figura 12a, b).
Durante el periodo de estudio varias proliferaciones de NF fueron detectadas, siendo
las mas importantes en magnitud las correspondientes a los meses de julio y octubre
del 2008 en ambas sitios de muestreo y en noviembre del mismo afo para el estero;
todas ellas correspondieron a pequefos nanoflagelados (<5 pm) del género
Pyramimonas (Prasinophyta). Asi mismo, se reportaron proliferaciones en marzo de
2008 de pequefias diatomeas céntricas (<20 ym) y nanoflagelados del género
Heterosigma (Rhaphidophyta) para la boca y el estero, respectivamente. Para este
tltimo lugar, la densidad de la proliferacién alcanzé 4.60x10% cél'mL™" y coincidid
también con los maximos niveles de clorofila a detectados (201.1 mg-m™) en este

estudio (Figura 12a).
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Figura 12. Variacién temporal de la densidad de nanofitoplancton (NF) y nanozooplancton
(NZ) en las estaciones del estero El Tortugén (a) y la boca de Macapule (b) entre diciembre de
2007 y diciembre de 2008. Las barras indican el error estandar.

El NZ que presenté mayores abundancias al principio del ciclo de muestreo
(estero: 6.67x10° +7.42x10% cél-mL™"; boca: 4.19x10° +4.61x10% cél-mL™), reportd
una disminucién progresiva de aproximadamente un orden de magnitud hasta junio
de 2008, manteniendo bajas y moderadas densidades hasta el final del muestreo
(<1.43 x10° cél-mL™") (Figura 12a, b).
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Es importante resaltar que en la estacidon de boca durante abril, fueron
registrados cortos tricomas de cianobacterias de aproximadamente 1 a 2 ym de
ancho y de variable longitud (hasta de 25 ym aproximadamente), cuyas densidades
alcanzaron 7.86x10° +1.28x10° cél-mL". Estas fracciones fueron visualizadas
unicamente en 1000X, sin embargo, no fueron incluidas dentro del NF, ni los

tricomas del componente microplanctonico.

VI11.3 DENSIDAD DE COMPONENTES MICROPLANCTONICOS

VIl.3.1Microfitoplancton

En general el microfitoplancton total (MF) siguié la variacion temporal del
componente silicio, es decir el grupo compuesto por diatomeas (CE: centrales; PE:
penales) y silicoflagelados (SF) que fue el mas abundante dentro del periodo de
estudio, excepto en marzo y junio de 2008, siendo el grupo de los dinoflagelados el
predominante en ambas estaciones. A pesar de que cianobacterias en tricomas
fueron evidentemente mas numerosas en el estero durante los meses célidos (junio-
octubre de 2008), estos componentes no fueron tenidos en cuenta en el total del MF
(Figura 13a).

Las densidades del componente silicio registraron diferencias temporales en
ambos sitios de muestreo (Wilcoxon= 2.41; p< 0.05). Estas radicaron principalmente
en los altos nimeros observados en la boca entre febrero y abril (4.27 x10% - 1.45
x10° cél-mL™) y al inicio del siguiente ciclo frio entre noviembre y diciembre de 2008
(7.58 x10? - 1.22 x10° cél-mL™"), asi como por un incremento en el estero hacia
finales del periodo calido, que alcanzo su maximo en septiembre (1.47x10° + 9.6x10’
cél-mL™) (Figura 11a). Durante este periodo las densidades del estero llegaron a ser
casi tres veces superiores que en la boca y la estructura comunitaria del grupo silicio
fue notablemente diferente, caracterizandose por un predominio de diatomeas
pequefas y poco silicificadas de los géneros Pseudonitzchia y Cylindrotheca (Figura
13b).
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Ambas estaciones coincidieron con altos densidades de dinoflagelados (DF)
entre marzo-abril de 2008, con valores superiores en la boca de Macapule. Durante
el periodo calido las densidades de DF fueron ligeramente superiores en el estero,
exceptuando junio que corresponde a un importante repunte en la boca (Figura 13b).
A pesar de las tendencias observadas entre ambos sitios, no se registraron

diferencias significativas (Wilcoxon= 0.10; p> 0.05) (Figura 13a).
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Figura 13. Variacion temporal de la densidad de los componentes microfitoplanctonicos
en las estaciones del estero El Tortugén (a) y la boca de Macapule (b) entre diciembre
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El grupo de los fitoflagelados (FF), por otra parte, mantuvieron valores de
abundancia bajos y menos fluctuantes con respecto a los demas componentes del
microfitoplancton. A pesar de ello, ambas estaciones mostraron maximas densidades
en noviembre, asi como entre marzo-abril y agosto-septiembre de 2008 del mismo
ano, en la boca y el estero, respectivamente. La densidad de cianobacterias en
tricomas (CT) fue generalmente mayor en el estero El Tortugon durante la mayor
parte del periodo calido (junio-octubre de 2008) y eventualmente ausente en el

periodo frio para la boca (Figura 13a, b).

VII.3.2Grupo Ciliophora

En general, la mayor proporcién de organismos microzooplanctonicos estuvo
representada por organismos unicelulares del Phylum Ciliophora. No obstante,
dentro de este grupo también fue cuantificado por separado la especie Myrionecta
rubra, caracterizado por su simbiosis obligada con una alga crisofita que le confiere
su capacidad mixotrofa (Taylor et al., 1971; Lindholm, 1985). De este ultimo
componente (CA) se registraron densidades relativamente bajas (<23 ind-mL™")
durante el periodo de estudio, exceptuando una proliferacion observada en enero de
2008 para ambos sitios (estero: 1.18 x10% ind-mL™"; boca: 77 ind-mL™") (Figura 14).
Adicionalmente, se observaron pequenos incrementos en el estero entre agosto y
noviembre de 2008 (Figura 12a, b), los cuales posiblemente contribuyeron a la

variabilidad observada entre ambos sitios de estudio (Wilcoxon= 0.87; p< 0.05).

A diferencia de M. rubra, la densidad de ciliados heterotrofos (CH) registrd
mayores fluctuaciones en la boca de Macapule, asi como algunas diferencias
estacionales entre ambas estaciones; contradictoriamente, estas diferencias no
fueron significativas (Wilcoxon= 3.06; p> 0.05). Las mayores densidades en la boca
de Macapule se concentraron entre marzo-mayo de 2008 y noviembre del mismo
afio, con maximos valores en el primer mes (1.22x10? #1.0 ind-mL™") (Figura 14b).

Menores densidades de CH fueron registradas en el estero, sin embargo altas
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abundancias se detectaron en los meses calidos, principalmente en junio (48 +1.9

ind-mL™") y septiembre (49 +3 ind-mL™) y noviembre (49 +5 ind-mL™") (Figura 14a).
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Figura 14. Variacion temporal densidad de los ciliados autétrofos (CA), ciliados
heterétrofos autotréficos (CH) y otros grupos microzooplancténicos (MZ) en las
estaciones del estero El Tortugdn (a) y la boca de Macapule (b) entre diciembre de 2007
y diciembre de 2008. Las barras indican el error estandar.

VII.3.30tros grupos microzooplancténicos

Simultdneamente al recuento de microfitoplancton y ciliados, se enumeraron
otros organismos microzooplanctéonicos (MZ), que en su mayoria pertenecieron a

pequefnos estadios larvales de microcrustaceos (Nauplio), de algunos copépodos y
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eventualmente rotiferos. EI comportamiento y magnitud de MZ en ambas estaciones
de muestreo fue diferente, sin embargo las diferencias no son estadisticamente
significativas (Wilcoxon= 0.38; p> 0.05). Se registraron tres periodos con altas
densidades en cada estacion de muestreo. En el estero estos incrementos
correspondieron a marzo-abril, junio-septiembre y noviembre de 2008 (Figura 12a);
mientras que en la boca se presentaron como esporadicos repuntes en marzo, junio
y agosto del mismo afio (Figura 14b). No obstante, hay que resaltar que las maximas
densidades se presentaron en el primer y segundo periodo para la boca y el estero,
respectivamente, siendo este ultimo el mas prolongado y abundante en el periodo

calido.

V1.4 CONTRIBUCION DE LOS COMPONENTES FOTOSINTETICOS

VIl.4.1Clorofila a

Esta variable presentd ligeras diferencias temporales entre ambos sitios de
muestreo, sin embargo no fueron estadisticamente significativas (Wilcoxon= 0.24;
p>0.05). La concentracién mas sobresaliente fue registrada en el estero El Tortugon
(201.1 mg-m™) durante marzo de 2008; con excepcion de este valor y los observados
entre septiembre y noviembre (13.4 - 21.9-mg.m™), los demas meses fueron mas
bajos y poco fluctuantes (<7.8 mg-m™) (Figura 15a, b). La estacién de la boca de
Macapule, a diferencia de la anterior, mostré un patron estacional mas claro
detectandose mayores niveles durante los meses frios. Dentro de este periodo, el
maximo incremento se observé en febrero de 2008 (17.6 mg-m™) seguido de un
descenso continuo que alcanzé minimos valores en agosto (3.7 mg-m™), y finalmente

repunto en diciembre (11.6 mg-m™) (Figura 15a, b).

La mayor densidad de los componentes fotosintéticos tanto en el estero como
la boca fue aportada por el PA, cuyos 6rdenes de magnitud se encontraron alrededor
de 10" a 10% y 10? a 10® veces mas grandes que NF y MF, respectivamente (Figura
15a, b). Este comportamiento fue recurrente casi todo el periodo de estudio y

representd en casi todos los muestreos mas del 90% de los organismos
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fotosintéticos. EI NF mostré generalmente una contribucion superior a la del total de
autotrofos en el estero El Tortugon. Las mayores proporciones de NF se observaron
en diciembre de 2007 (28.1%) y 2008 (14.2 %) en el estero, y entre febrero-marzo de
2008 (8.3-14.3 %) en la boca; no obstante, este ultimo periodo junto con diciembre
de 2008 también coincidieron con las mayores contribuciones de MF. La proporcion
del MF fue casi siempre mayor en la boca, y rara vez superé el 1% del total de
componentes autotroficos en ambas estaciones (Figura 16a, b).
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Figura 15. Variacion temporal de la densidad de los componentes autotréficos (PA; NF y
MF) en las estaciones del estero El Tortugdn (a) y la boca de Macapule (b) entre
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diciembre de 2007 y diciembre de 2008. Las barras indican el error estandar.
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Figura 16. Variaciéon temporal de la contribucién porcentual de los componentes
autotroficos (PA, NF y MF) en las estaciones del estero El Tortugdn (a) y la boca de
Macapule (b) entre diciembre de 2007 y diciembre de 2008.

Las mayores concentraciones de Clo a estuvieron al parecer asociadas al
componente autotréfico de mayor tamano. No obstante, el maximo valor detectado
durante marzo de 2008 en el estero, fue posiblemente la sefial de la proliferacion del

nanoflagelado de género Heterosigma (Figura 16a).
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VII.5 RELACIONES ENTRE LOS COMPONENTES PLANCTONICOS

VII.5.1Control viral

A través de la razdn virus:microorganismo, se ha inferido en varios trabajos la
presion del control por lisis viral sobre algunos componentes microbianos. A pesar de
que el BP es hospedero potencial mas abundantes en la columna de agua, muchos
virus que infectan y controlan a varios grupos de eucariotas planctonicos, llegan
también a alcanzar importantes densidades. En este trabajo, los mayores valores de
razon virus:bacterioplancton (RVB) se presentaron durante los meses frios de 2008,
incluyendo noviembre-diciembre, con un maximo en enero para ambas sitios de
muestreo. De igual manera, esta tendencia fue repetitiva con las razones calculadas
a partir de virus:nanofitoplancton (RVNg) y virus:picoplancton autétrofo (RVPa)
(Figura 17a, b).
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VII.5.2Depredacion por nanozooplancton

Valores de la proporcion bacterioplancton:nanozooplancton (RBNz) cercanos a 10%:1
fueron observadas en ambos sitios durante los primeros tres muestreos y entre el
periodo noviembre-diciembre de 2008 unicamente en la boca (Figura 18a, b). A partir
de marzo de 2008 y abarcando la mayor parte de la temporada calida, los cocientes
llegaron a alcanzar en algunos meses valores de un orden de magnitud superior a
los del inicio del ciclo de muestreo (> 10*1); generalmente, menos fluctuantes RBNz

fueron reportados en la boca de Macapule para este periodo (Figura 18a, b).
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Figura 18. Variacién temporal de las razones bacterioplancton:nanozooplancton (RBN;)
y razones picoplancton autétrofo:nanozooplancton (PaNz) en las estaciones del estero El
Tortugdn (a) y la boca de Macapule (b) entre diciembre de 2007 y diciembre de 2008.
Las barras indican el error estandar.

Valores de la proporcion bacterioplancton:nanozooplancton (RBNz) cercanos a 10%:1
fueron observadas en ambos sitios durante los primeros tres muestreos y entre el

periodo noviembre-diciembre de 2008 unicamente en la boca (Figura 18a, b). A partir
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de marzo de 2008 y abarcando la mayor parte de la temporada calida, los cocientes
llegaron a alcanzar en algunos meses valores de un orden de magnitud superior a
los del inicio del ciclo de muestreo (> 10*1); generalmente, menos fluctuantes RBNz

fueron reportados en la boca de Macapule para este periodo (Figura 18a, b).

En este trabajo fue también calculada la razon picoplancton
autotrofo:nanozooplancton (RPaNz), tratando de explorar posibles conexiones entre
ambos componentes, partiendo de la consideracion de que el NZ es también
depredador activo de los componentes del PA. El comportamiento del RPNz fue mas
0 menos similar al observado en RBNg, sin embargo, es proporcién fue mucho menor
en la boca. Asi mismo, diferencias de aproximadamente dos ordenes de magnitud
fueron observados en abril y junio de 2008 en el estero, con respecto a los bajos

niveles del inicio del ciclo de muestreo (Figura 19a, b).
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Figura 19. Variacion temporal de las razones nanofitoplancton:nanozooplancton (RNgNz)
en las estaciones del estero El Tortugdn y la boca de Macapule entre diciembre de 2007
y diciembre de 2008. Las barras indican el error estandar.

En cuanto a la relacién nanofitoplancton:nanozooplancton NF:NZ (RNgNz),
ambas estaciones reportaron patrones diferentes en cuanto a la variacion temporal

de los cocientes RNgNz, sin embargo se distinguid un aumento desde el inicio del
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ciclo de muestreo en el periodo frio hasta junio y julio de 2008 en el estero y la boca,
respectivamente. En cada punto de muestreo se observaron tres importantes
repuntes, que en el caso de la boca fueron coherentes con las proliferaciones de NF
en marzo, julio y octubre de 2008 (Figura 19b); el estero en cambio, solo este ultimo
mes coincidié con la maxima densidad de NF, mientras que los demas incrementos
del cociente estuvieron asociados a fuertes descensos en la densidad de NZ en abril
y junio de 2008 (Figura 19a, b).

VII.5.3Depredacion por ciliados heterotrofos

Tratando de comprender el posible control por depredacion por parte de CH se
calcularon algunos cocientes a partir de las densidades de los grupos microbianos
(Figura 20a, b).

La dinamica temporal de estas proporciones estimadas a partir de CH con BP
(RBCh), PA (RPACH) y NF (RNgCh) fueron diferentes entre puntos de muestreo. En la
boca de Macapule los menores valores, es decir posibles incrementos en la presiéon
por pastoreo, fueron detectados en primavera y comienzos del verano (marzo-junio);
mientras tanto, en el estero El Tortugén ésta misma condicién fue observada en los
meses calidos excepto con RPACy (Figura 20). A diferencia de este ultimo sitio, la
boca registré valores generalmente altos y fluctuantes, con numeros altos a finales
del periodo célido e inicios del periodo frio indicando en general fuerte variabilidad
estacional en el control de CH sobre los componentes plancténicos pequefios (Figura
20b).

VI1.6 INFLUENCIA DE LAS VARIABLES AMBIENTALES SOBRE LOS COMPONENTES
MICROBIANOS Y MICROPLANCTONICOS

Disponiendo de las matrices de datos tanto bioldégicos como ambientales
evaluados en este trabajo, se pudo llevar a cabo un analisis de correspondencia

candnica (ACC) con el fin de evaluar el comportamiento de los componentes
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microbianos y microplancténicos en relacién con caracteristicas fisicas y quimicas

imperantes del sistema lagunar.
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Figura 20. Variacion temporal de las razones microorganismo:ciliados heterotrofos
(BP:CH, PA:CH y NF:CH) en las estaciones del estero El Tortugén (a) y la boca de
Macapule (b) entre diciembre de 2007 y diciembre de 2008. Las barras indican el error

estandar.

Considerando los datos de ambas estaciones de la Laguna de Macapule, los

dos primeros ejes explicaron alrededor del 32 % de la varianza total de los grupos

microbianos y las condiciones ambientales, correspondiendo 19.2 % para el primer

eje. De acuerdo a la prueba de Montecarlo solo este ultimo eje fue estadisticamente

significativo (Tabla 3). La gran mayoria de los muestreos correspondientes al periodo

frio se agruparon al costado izquierdo del primer eje en el diagrama de ordenacion.
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Estos meses se ubicaron en funciéon a las altas concentraciones de nutrientes
nitrogenados inorganicos y mayores cocientes N:P y N:Si. En el sentido opuesto, es
decir en la magnitud positiva del primer eje, la temperatura superficial del agua reveld
la mayor correlacion, seguida por el FID y el pH. Como era de esperarse, los
muestreos del periodo calido estuvieron asociados a los mayores niveles de
temperatura, sin embargo, esta tendencia fue mas clara para los datos del estero.
Algunos meses correspondientes a periodos de transicion como abril, mayo,
noviembre y diciembre del 2008 no mostraron una clara diferenciacion entre

temporada calida y fria (Figura 21).

Tabla 3. Porcentajes de la varianza explicada y acumulada para cada uno de los
primeros tres ejes de ordenacion a partir de los datos del estero El Tortugén, la boca de
Macapule y el juego total de datos de la Laguna de Macapule. * Segun la prueba de
Montecarlo, no es estadisticamente significativos a un nivel del 95% (p> 0.05). VE:
Varianza explicada. VA: Varianza acumulada.

Varianza (%)

Sitio de muestreo Eje 1 Eje 2 Eje 3
VE VA VE VA VE VA
Estero El Tortugén 25.2 25.2 20.2* 45.5* 16.3* 61.8*
Boca de Macapule 26.5 26.5 22.0 48.6 14.6 63.2
Laguna de Macapule g , 19.2 13.0* 322  7.9*  40.1%

(todos los datos)

En la figuras 22 a la 23 se representan a través de diagramas de ordenacién la
visualizacion grafica de estas correlaciones entre los componentes plancténicos y las

variables ambientales evaluadas para cada sitio muestreo.

Para el estero El Tortugdén y la boca de Macapule los dos primeros ejes
explicaron un 45.5 % y 48.6 % de la variabilidad total, respectivamente. A diferencia
del ACC anterior (con todos los datos de la laguna), los tres primeros ejes fueron
altamente significativos para cada sitio de muestreo segun la prueba de Montecarlo
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(Tabla 3). El estero, siguié aparentemente el patrén general para el primer eje de
ordenacion presentado anteriormente, aunque con mayores valores de correlacion
de las variables ambientales (temperatura, FID, nutrientes nitrogenados inorganicos y
proporciones N:P y N:Si). La variacion explicada en éste primer eje para el estero (25
%) reflejé6 mayor importancia a las abundancias de CH, MZ, PA, CT, NZ, PSV, CAy
CE, siendo estos cuatro primeros grupos, aquellos que presentaron una ubicacion
hacia el costado derecho del plano, dominado por la influencia de niveles positivos

del vector temperatura del agua y FID (Figura 20).

El-dic.07
v
E2-dic.0
v ™
RO
L
. Eléoct
EVZ-feb E1labr VE2-jul
E2-may Y
v E2labr
Eifeh NOZTNO3 v 1 Sal. E1-jun
v
Eje 1
VE2-ene Elv-jul
El-ene
v
E2-sep
v
El-mar
v

Figura 21. Diagrama de ordenaciéon del analisis de correspondencia candnico (ACC)
para los meses de muestreo (triangulos azules) y las variables ambientales (vectores) en
el espacio de los dos primeros ejes de ordenacion para la Laguna de Macapule (Boca y
Estero).
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El primer eje del plano de ordenacién para la boca de Macapule no fue
excepcion a este patron general, sin embargo presentd ligeras diferencias.
Aparentemente los nutrientes nitrogenados oxidados no tuvieron participacion en
este eje. Sin embargo, se incluyeron otras variables como NT y urea en el extremo
positivo que influyeron junto con la temperatura del agua en la agrupacién estacional
de los componentes biolégicos de afinidad calida. Durante este periodo los
componentes CT, SF, DF y PE respondieron positivamente a estas variables
mencionadas (Figura 22b). Por otra parte, la concentracion NH4" y las razones N:Siy
N:P exhibieron mayor influencia sobre los grupos con alta participacion en el periodo
frio (NZy CAy PSV).

En el estero ElI Tortugdn, la tendencia de la urea y la proporcion N:Si
dominaron la distribucion de los numeros de diatomeas (PE y CE), SF y CA para el
sector positivo del segundo eje del plano de ordenacién. En este mismo sitio, la
concentracion de Clo a junto con las densidades de CT y NF estuvieron directamente
influenciadas por la variabilidad del NT y SiO3 en el extremo opuesto del eje. Para la
boca de Macapule, el sector negativo del segundo eje estuvo representado por SF,
DF y MZ que a su vez estuvieron definidos por el comportamiento de la salinidad y el
FT. Para el extremo positivo del segundo eje, los componentes de CT y CA

estuvieron aparentemente afectados por la urea y el NT (Figura 22a).

El tercer eje del plano de ordenacion revel6 que la salinidad y la concentracion
de FID rigen la distribucion de CT, PA y ambas fracciones del nanoplancton (NA y
NZ) en el estero (Figura 23a). En el extremo opuesto, en cambio, las densidades de
SF y la concentracion de Clo a estuvieron influenciadas por el SiOs". En el costado
negativo de la boca, los nutrientes inorganicos oxidados rigieron el comportamiento
de las abundancias de CE y FF en del tercer eje. En el sentido opuesto, en cambio,
las densidades de CA, CT y SF fueron mejor correspondidas por la variabilidad del

NH,", NT y la temperatura del agua (Figura 23b).
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Figura 22. Diagrama de ordenacién del analisis de correspondencia canonico (ACC) para
los grupos microbianos y microplancténicos (puntos azules) y las variables ambientales
(vectores) en el espacio de los dos primeros ejes de ordenacion para el estero El Tortugén

(a) y la boca de Macapule (b).
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Macapule (b).
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Figura 23. Diagrama de ordenacion del andlisis de correspondencia canonico (ACC) para los
grupos microbianos y microplancténicos (puntos azules) y las variables ambientales (vectores)
en el espacio del primer y tercer ejes de ordenacion para el estero El Tortugén (a) y la boca de
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VIl.7 DETECCION DEL WSSV

VII.7.1Resultados preliminares del PCR sencillo y anidada en una muestra de
agua de un estanque infectado durante un evento infeccioso en junio de
2007

El empleo de la PCR sencillo y anidada para la deteccion del WSSV reveld
diferencias importantes en la documentacibn de bandas en los geles de
electroforesis. No se observaron productos amplificados en PCR sencillo en las
fracciones de las muestras de agua e incluso en los controles positivos, indicando la
posibilidad de inadecuadas condiciones de amplificacion y/o muy baja concentracion
de ADN en los extractos (Figura 24).

1-20 um 0.2-1um 20 um

1 2 3 4 5 6 (+a) (+b) () 1Kb

(pb)

2000
1000
850
650

950 pb wup

(pb)
2000
1000
850
550 pb mupp- 650
Fracciones:
1. 1.2-20 ym (150 ml) filtro GFC 1Kb Marcador molecular de 1 kilobase.
2. 0.2-1.2 ym (50 ml) membrana PC (+a) Control positivo (extracto ADN
3. 0.2-1.2 ym (50 ml) (1/2 filtro) camarén infectado con WSSV)
4. 0.2-1 2 ym (50 ml) (1/2 filtro) (+b) Control positivo (reaccion de PCR
5. >20 pym (150 ml) (1/2 filtro) positivaa WSSV)
6. >20 pm) (150 ml) (1/2 filtro ) (-) Control negativo (agua ultrapura)

Figura 24. (a) Productos de PCR sencillo (oligonucleotidos: wssvi1out/wssv2out) de
extractos de DNA obtenidos de diferentes fracciones plancténicas de una muestra de
agua colectada en el estanque de cultivo durante evento infeccioso en junio de 2007.
Carril (1) 1-20 ym; (2, 3 y 4) 0.2-1 ym; (5 y 6) 20 ym; (1Kb) Marcador molecular; (+a)
Control positivo (extracto de DNA de camarén infectado con WSSV); (+b) Control
positivo (reaccion de PCR sencilla positiva a WSSV); (-) Control negativo (en la reaccion
se sustituyé el DNA por agua ultrapura). (b) Productos de PCR anidado. Se usé como
templado 1 pl de la reaccion de PCR sencillo correspondiente. Los carriles estan
acomodados de acuerdo al panel superior. Las flechas negras indica la posicion en el gel
de los productos de PCR esperados. Datos no mostrados para la fraccién 0.02 uym.
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La foto-documentacién de la amplificacion con la PCR anidada, detectd
bandas positivas en las fracciones entre 1.2-20 ym y >20 ym. Estas migraron a la
misma distancia de la banda de uno de los controles positivos procedente de un
producto amplificado previamente. Las bandas de los fragmentos observados

correspondieron a un producto de 570 pb (Figura 24).

VII.7.2Deteccién del WSSV por PCR anidada en las muestras de agua de la
Laguna de Macapule y en los sitios de muestreo de la granja Dofia Juana
(diciembre de 2007 — diciembre de 2008)

VII.7.21 Calidad de los extractos de ADN

La Foto-documentacién de los productos amplificados con oligonucledtidos
especificos para el ADN ribosomal 16S especifico para el genoma procariote
(F2C/C), revelaron un patron de bandas correspondientes al tamafo esperado de
1400 pb en todas las muestras de agua entre diciembre de 2007 vy julio de 2008
(Figura 25). Esto significa la ejecucion correcta de la técnica de extraccion de ADN,
asi como la ausencia de inhibidores de la reaccion de PCR en la muestra y una

integridad aceptable de las moléculas de ADN para su amplificacion.

La mayoria de las muestras presentaron una mejor definicién de bandas en la
fraccion del picoplancton (0.2-2.0 um). No obstante, se esperaba la deteccion del
genoma bacteriano ADN en todas las fracciones microbianas excepto en la viral,
asumiendo la ubicuidad de estos procariotas y su posible asociacién a organismos
de fracciones mayores a ellos. Inesperadamente, ADN bacteriano en las muestras
del primer muestreo (diciembre de 2007) fue detectado en la fraccion viral de ambos
sitios de la laguna y ausente en la boca; asi mismo se reportd ausente en la fraccion

del picoplancton en el estero El Tortugén durante mayo de 2008 (Figura 25).
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Figura 25. Productos de PCR sencillo amplificados con oligonucleétidos de procariotas
(F2C/C) en las diferentes fracciones plancténicas de las muestras de la Laguna de
Macapule y el sistema camaronero durante diciembre de 2007 y julio de 2008. (1Kb)
Marcador molecular; Control positivo (extraccion DNA de bacteria) (+a) y (+b); Control
negativo (agua ultrapura) (-). (M) Microplancton; (N) Nanoplancton; (P) Picoplancton; (F)
Femtoplancton. Las flechas negras indican la posicién en el gel de los productos de PCR
esperados.
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VIIL.7.2.2 Deteccion del WSSV.

A partir de las mismas condiciones de extraccién de ADN y de la PCR anidada
realizadas en la deteccion preliminar, se llevé a cabo el analisis en las muestras de
agua fraccionadas procedentes de la laguna y el sistema camaronero entre
diciembre de 2007- diciembre de 2008 y marzo-octubre de 2008, respectivamente.
No se visualizaron bandas positivas para WSSV de ningun producto en la foto-
documentacion de los geles. Los controles positivos fueron claramente definidos en
la amplificaciéon correspondiente a las muestras 1 a la 92; sin embargo, estos
controles escasamente visualizaron en el segundo juego de muestras amplificadas
(97 y 172) (Figuras 26 y 27).
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13-16 Boca Ene-08
17-20 Estero

21-24 Boca } Feb-08
25-28 Estero

29-32 Boca Mar-08
33-36 Reservorio

37-40 Estero
41-44 Boca
45-48 Reservorio
49-52 Estero
53-56 Boca
57-60 Reservorio
61-64 Estanque
65-68 Estero
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77-80 Estanque
81-84 Estero
85-88 Boca
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May-08

Jun-08 88 89 90 91

92 1Kb

Figura 26. Productos de PCR anidada (Kimura et al., 1996) para deteccion de WSSV en las
diferentes fracciones planctonicas de las muestras de la Laguna de Macapule y el sistema
camaronero durante diciembre de 2007 y julio de 2008. (1Kb) Marcador molecular; (+a)
Control positivo (extraccion DNA camarén infectado WSSV); (+b) Control positivo (producto
de PCR WSSV); (-) Control negativo (agua ultrapura). Las flechas blancas indican la
posicién en el gel de los productos de PCR esperados.
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Figura 27. Productos de PCR anidada (Kimura et al., 1996) para deteccién de WSSV en las
diferentes fracciones planctdnicas de las muestras de la Laguna de Macapule y el sistema
camaronero durante agosto de 2007 y diciembre de 2008. (1Kb) Marcador molecular; (+a)
Control positivo (extraccion DNA camardn infectado WSSV); (+b) Control positivo (producto
de PCR WSSV +); (-) Control negativo (agua ultrapura). La flecha blanca indica la posicion
en el gel del producto de PCR esperado.

VII.7.3Deteccion del WSSV por PCR anidada a partir de las muestras de agua
del estero El Tortugén - Laguna de Macapule - concentradas por ultra-
filtracion (febrero de 2009)

Los extractos de ADN para las diferentes fracciones del plancton procedieron
de la concentracion de dos muestras de agua de 12 L, una de ellas inoculada con un
macerado de tejido de camaroén infectado con WSSV. En la figura 28 se presenta los

resultados del PCR sencillo y anidada para la deteccién del virus.
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a 12 3 4 5 6 71Kb 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

33 34 1kb

1 Microplancton (1:10) ) 18 Microplancton (1:10) N

2 Nanoplancton (1:10) 19 Nanoplancton (1:10)

3 Picoplancton (1:10) si 20 Picoplancton (1:10) Sin

4 Femtoplancton (DNAzol) Inlgculo 21 Femtoplancton (DNAzol) >‘ Inéculo
5 Femtoplancton (Ac NH,) WSSV 22 Femtoplancton (Ac NH,) WSSV
6 <0.02 um (DNAzol) 23 < 0.02 um (DNAzol)

7 <0.02 pm (Ac NH,) Y, 24 < 0.02 um (Ac NHy,) _J

Escalera 1Kb 25 Microplancton (1:10) )

8 Microplancton (1:10) N 26 Nanoplancton (1:10)

9 Nanoplancton (1:10) 27 Picoplancton (1:10)

10 Picoplancton (1:10) C 28 Femtoplancton (DNAzol) > Con

11 Femtoplancton (DNAzol) | O,n | 29 Femtoplancton (Ac NH,) Inéculo
12 Femtoplancton (Ac NHy,) Vr\‘n/(;(glvo 30< 0.02 um (DNAzol) WSSV
13 < 0.02 um (DNAzol) 31 < 0.02 um (Ac NH,)

14 < 0.02 um (Ac NH,) Y, 32 Control (+) (1:100)

15 Control (-) 33 Control (+) (Directo)

16 Control (+) (1:100) 34 Control (-)

17 Control (+) (Directo) Escalera 1Kb

Figura 28. (a) Productos de PCR sencillo (oligonucledétidos: wssv1out/wssv2out) de extractos
de DNA obtenidos de las diferentes fracciones planctonicas de las muestras de agua del
estero El Tortugén (con y sin inéculo de WSSV) concentradas por ultra-filtracion durante
marzo de 2009. (1Kb) Marcador molecular; (+a) Control positivo (extracto de DNA de
camaron infectado con WSSV); (+b) Control positivo (reaccion de PCR sencilla positiva a
WSSV); (-) Control negativo (en la reaccién se sustituyd el DNA por agua ultrapura). (b)
Productos de PCR anidado. Se us6 como templado 1 pl de la reaccion de PCR sencillo. La
flecha blanca indica la posicién en el gel del producto de PCR esperado. (Ac NH,;) Muestras
con extraccion de ADN con acetato de amonio.

Todas las muestras fueron negativas para WSSV. Sin embargo, la presencia
de una unica banda en el gel correspondiente al control positivo (directo o diluido)
indica que se llevaron a cabo las condiciones adecuadas para la amplificacién
(Figura 28).
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VII.7.4Deteccién cuantitativa y semi-cuantitativa de WSSV a partir de los
extractos de algunas muestras del estanque y reservorio

En la tabla 4 y las figuras 29 a la 30 se observan los resultados de la deteccion

del WSSV realizada por los métodos de PCR anidada, semi-cuantitativo (IQ 2000""
WSSV) y cuantitativo (IQrea.™ WSSV) realizados en la UAN (Tepic); estos Ultimos

dos, permitieron la cuantificaciéon del numero de copias del genoma del WSSV y de

un gen endogeno de camaron en los extractos de ADN de las muestras de agua

fraccionadas.

1Kb (-) (+)
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Kimura et al. (1996)

9 10 11 12 13 14 15

(pb)
s 570

(01) Nanoplancton- estanque (Jun-07)
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(57) Microplancton- Estanque (Jun-08)

(58) Nanoplancton- Estanque (Jun-08)

(59) Bacterioplancton- Estanque (Jun-08)

(60) Virioplancton- Estanque (Jun-08)

(73) Microplancton- Estanque (Jul-08)

(74) Nanoplancton- Estanque (Jul-08)

(77) Microplancton- Reservorio (May-08)
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(78) Nanoplancton- Reservorio (May-08)
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(89) Microplancton- Boca (Dic-08)

-
w

(90) Nanoplancton- Boca (Dic-08)

N
N

42 (camaron confirmado por 1Q 5000)

15

Camaron 59-1-2009

Figura 29. Productos de anidada (Kimura et al., 1996) para

deteccion de WSSV en las

diferentes fracciones planctonicas de las muestras de la Laguna de Macapule y el sistema
camaronero durante agosto de 2007 y diciembre de 2008. (1Kb) Marcador molecular; (+a)
Control positivo (extraccion DNA camardn infectado WSSV); (+b) Control positivo (producto

de PCR WSSV +); (-) Control negativo (agua ultrapura).
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Figura 28. Productos de PCR anidada semi-cuantitativa (IQq) para deteccion de WSSV
en las diferentes fracciones plancténicas de algunas muestras de la Laguna de Macapule y
el sistema camaronero. (M1) Marcador molecular; (+) Control positivo para 1Qaup; (-)
Control negativo (agua ultrapura).

En general estos resultados corroboraron la presencia del WSSV en la
fraccion del nanoplancton en muestras del estanque durante un evento infeccioso en
junio de 2007, asi como la ausencia de deteccion del virus en todas las fracciones de
algunas muestras analizadas del ciclo diciembre de 2007 - diciembre de 2008 (Figura
27 y 28). La unica excepcion a este ultimo periodo, se observé en el extracto de la
fraccibn nanoplancténica obtenido del reservorio durante julio de 2008
(correspondiente al extracto numero 74 de la Tabla 4). Ambas muestras positivas

fueron detectadas por las PCR anidadas de Kimura et al. (1996) e 1Q 2000. LOS niveles
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alcanzados para ambos extractos estuvieron en el orden de 10? copias de ADN-pL’
(10° copias de ADN-mL") de WSSV en el extracto segin el método semi-
cuantitativo. Teniendo en cuenta la correccion debida al volumen total filtrado de las
muestras originales, la densidad de ADN del WSSV fue aproximadamente de 10° y
10? copias de ADN-mL™ para el estanque en junio de 2007 y julio de 2008,
respectivamente (Figura 28). La cuantificacion por IQrea. s6lo pudo ser detectada en
esta ultima muestra, revelando una concentracién de 3.92 x10° y 1.31 x10° copias de

ADN-mL™ viral para el extracto y el volumen total filtrado, respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de resultados de los métodos de deteccion y cuantificacién por PCR para
WSSV (PCR anidada y en tiempo real) empleados en algunas muestras de agua
fraccionadas del evento infeccioso en junio de 2007 y durante el ciclo de muestreo diciembre
de 2007-diciembre de 2008. (M) Microplancton; (N) Nanoplancton; (P) picoplancton.

Anidado  Anidado 1Q Tiempo Real
Nu[\(lazltra Fraccion  Lugar  Fecha (Péltn;?.r,a cuasnetirpa:iivo 'X‘%,\? Org::a-? Al\lljo'\.l ?nOLPEa:n
1996) (1Q 2000) del extracto  la muestra

I M E Jun-07 - - N.D. N.D.

Il N E Jun-07 + + (Moderada) N.D. N.D.

[ P E Jun-07 - - N.D. N.D.

6 N B Ene-07 - - N.D. N.D.

9 M T Feb-08 - - N.D. N.D.
38 N T May-08 - - N.D. N.D.
41 M B May-08 - - N.D. N.D.
57 M E Jun-08 - - N.D. N.D.
58 N E Jun-08 - - N.D. N.D.
59 P E Jun-08 - - N.D. N.D.
60 F E Jun-08 - - N.D. N.D.
73 M E Jul-08 - - N.D. N.D.
74 N E Jul-08 + + (Moderada)  3.92 x10° 1.31 x10°
77 M R May-08 - - N.D. N.D.
78 N R May-08 - - N.D. N.D.
85 M T Dic-08 - - N.D. N.D.
86 N T Dic-08 - - N.D. N.D.
89 M B Dic-08 - - N.D. N.D.
90 N B Dic-08 - - N.D. N.D.
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VIII DISCUSION

Los datos ambientales y bioldégicos evaluados entre diciembre de 2007 y
diciembre de 2008, indican que la Laguna de Macapule es un sistema altamente
dinamico que se refleja en una estructura de la trama tréfica microbiana muy
heterogénea. Esta heterogeneidad esta influenciada principalmente por las
condiciones meteoroldgicas imperantes a lo largo del ciclo anual y la fuerte actividad
agricola de la region. Adicionalmente, la interaccion entre los diferentes componentes
microbianos, contribuyé de una manera determinante en esta variabilidad. Los datos
de salinidad confirmaron el caracter de laguna marina que presenta Macapule.
Condiciones cercanas a las de un estero solo se observaron préximas a las
descargas de aguas residuales. Esta variable suele ser poco mas fluctuante en el
estero El Tortugdn con respecto a la boca, siendo el resultado de la influencia de los
drenes 20 + 1000 (descarga) y 29 +1000 que vierten aguas de origen agricola y una
mezcla de aguas municipales y de granjas camaronicolas, respectivamente. A pesar
de estas particularidades, ambos sitios de muestreo presentan caracteristicas
propias de un sistema anti-estuarino (Magafia-Alvarez, 2004), cuyas reducciones en
los niveles de salinidad estan dadas principalmente por el incremento en los niveles

de precipitacion de la regidn desde inicios del verano hasta octubre.

VIII.1COMPONENTES PLANCTONICOS Y VARIABILIDAD AMBIENTAL

En general el ciclo de produccién anual del fitoplancton en Macapule exhibié un
régimen bimodal similar al reportado para sistemas estuarinos de zonas templadas
(Valiela, 1995). No obstante, esta sefal fue atribuida a la adicion de los patrones
estacionales particularmente opuestos de cada sitio de muestreo. Para la boca de
Macapule, se registraron un maximo de produccion estacional del MF durante

invierno-primavera y un pequefo repunte en otofio, los cuales son consistentes con
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la tendencia dominante en el Golfo de California y mares subtropicales oligotroficos
(Longhurst, 1998). En contraste el maximo de abundancia fitoplanctonica, en el
estero El Tortugdn, hacia finales del otofio correspondié principalmente a la
respuesta de PA, CT y algunas poblaciones de diatomeas pequenas. A diferencia de
la fuerte influencia de aguas exteriores en la boca de Macapule, el patron de
produccion en el Estero se encontré basicamente afectado por su cercania al margen
continental y la precipitacion y escorrentias como ha sido observado previamente (De
Silva-Davila et al., 2006; Martinez-L6pez et al., 2007).

El intervalo de baja produccion entre uno y otro pico estacional observado en
este trabajo es similar al de sistemas estuarinos de zonas templadas. En estas
regiones este intervalo ha sido atribuido principalmente al agotamiento de nutrientes
y a un desfasamiento con el incremento en la produccion y depredacion del
zooplancton que suele acentuarse durante principios del verano (Valiela, 1995). De
manera similar, en la Laguna Macapule esto podria estar asociado también a la
intromisién de aguas oligotroficas tropicales de la corriente de Costa Rica (Badan-
Dangon, 1997; Kessler, 2006) y a cambios en la taxocenosis del zooplancton a
principios del verano (De Silva-Davila et al., 2006). En general, este patron de
produccion coincidid con el reportado para sistemas costeros templados con
elevados aportes de nutrientes, en donde las proliferaciones de fitoplancton en
primavera llegan a ser cortas en amplitud, pero prolongadas y algunas veces mas
altas en verano (Cloern, 1991). Esta situacién en Macapule obedece quizas a una
mayor influencia de los componentes microbianos y una produccion basada en los

procesos de reciclaje de nutrientes.

En relacion a las variables ambientales, los valores encontrados para
temperatura superficial del agua y otras variables fisico-quimicas (pH, salinidad y
oxigeno disuelto) se encontraron en general dentro de los intervalos y la
estacionalidad ya previamente reportada para el sistema (Magafa-Alvarez, 2002;
Poot-Delgado, 2006) y algunos otros cuerpos de agua en la costa este del Golfo de
California (Escobedo-Urias et al., 1997; De Silva-Davila et al., 2006; Lépez-Aguiar,

2006; Martinez-Lopez et al., 2007). De entre las variables consideradas,
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particularmente la temperatura superficial del agua y la radiacion solar, definieron dos
periodos estacionales; uno frio (diciembre de 2007-mayo de 2008) y otro calido
(Junio-noviembre de 2008) que corresponden con los cambios estacionales del ciclo
de produccion de los componentes planctonicos mencionado con anterioridad. En
este sentido la temperatura superficial del agua fue posiblemente el factor fisico con
mayor influencia sobre los componentes plantonicos. En este estudio, fuertes
correlaciones con la temperatura superficial del agua fueron observadas con NZ,
PSV, MZ y PA en ambos sitios de muestreo (Spearman; p< 0.05). Estos dos ultimos
componentes mostraron una correlacion positiva de la temperatura, junto con CH y
MF en el estero. La temperatura es considerada uno de principales factores que
influye no solo en la dinamica de otros parametros fisicos y quimicos en la columna
de agua; sino que también ejerce control sobre la actividad metabdlica de los
microorganismos, regulando la velocidad de reacciones bioquimicas (actividad) y las
tasas de crecimiento poblacional (e.g. Eppley, 1972; Shish & Ducklow, 1994;
Montagnes & Franklin, 2001; Apple et al., 2008). Al respecto, Cavender-Bares et al.
(1999) reportaron para el Pacifico Ecuatorial que los incrementos en la temperatura
es uno de los factores mas importantes que regulan los incrementos de las
fracciones de la biomasa pico y nanofitoplanctonica, particularmente el

nanofitoplancton se vio favorecido cuando esta variable superdé los 26°C.

Aparentemente, esta relacién positiva entre la temperatura del agua y las
abundancias de algunos componentes plancténicos (diatomeas, flagelados y
bacterias, entre otros) no fue detectada, a diferencia de lo reportado para varios
modelos de crecimiento, trabajos en sistemas experimentales (e.g. Eppley, 1972;
Goldman & Carpenter, 1974; Shiah & Ducklow, 1994; Autio, 1998) y en ambientes
naturales (e.g. Cochran & Paul, 1998). Una posibilidad es que la resolucion temporal
de los datos no fue quizas lo suficientemente alta para detectar dichos cambios
poblacionales en funcion de la variabilidad de la temperatura del agua, ya que
usualmente éstos ocurren en el orden de horas, dias y pocas semanas. Visto desde
la escala evaluada, se fortalece la suposicidn de que algunas poblaciones en el

sistema podrian estar reguladas estacionalmente por otros factores como la
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disponibilidad de nutrientes y/o algunas relaciones ecologicas (depredacion,
parasitismo, mutualismo, etc.). Con respecto a esto ultimo por ejemplo, el efecto de
la temperatura superficial del agua quizas no se reflejé directamente en la densidad
celular, debido a cambios simultaneos en las tasas metabdlicas de los pastoreadores
y su control por depredaciéon. Asi como en algunos modelos y trabajos
experimentales, la presion por pastoreo podria enmascarar la respuesta de
poblaciones planctonicas a un determinado conjunto de variables ambientales, cuya
dependencia puede estar previamente establecida (Peters, 1994). Esta ultima
posibilidad, sin embargo, se contemplara mas adelante en lo relacionado a

interacciones entre componentes microbianos.

VIIL1.1 Periodo frio

En cuanto a los nutrientes inorganicos (NH4 y NO3  y NID), las magnitudes y la
dinamica temporal observada fueron consistentes con los intervalo reportados
previamente para este mismo sistema (Magafia-Alvarez, 2004; Poot-Delgado, 2006),
para otros adyacentes como Topolobampo-Santa Maria-Ohuira y Navachiste (Paez-
Osuna et al., 2007; Ayala-Rodriguez, 2008) y algunos ambientes costeros
eutrofizados subtropicales (e.g. Mortazavi et al. 2000b; Padayao & San Diego-
McGlone, 2000). Parte de la dinamica temporal de los nutrientes se explica con la
variabilidad de los vientos. Estos se observaron asociados negativamente
(Spearman; p< 0.05) con la temperatura superficial del agua y ambiental. En este
estudio los vientos procedentes del NO dominaron durante el periodo frio (entre
diciembre 2007 y mayo 2008) registrando moderadas a altas velocidades. Su
dindamica temporal sefiala su efecto en la remocion de calor de la superficie del agua
asi como un incremento en la mezcla de la columna de agua y su posible conexién
con la variabilidad temporal del NID, como lo indica la relacién positiva (Spearman;
p< 0.05) de estos con la rapidez mensual promedio del viento procedente del NO, e
inversa con la temperatura ambiental y superficial del agua e irradiacion solar

(Spearman; p< 0.05). De igual forma al inicio del periodo calido se observaron
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mayores intesidades de vientos del SE en coherencia con altos valores de FID. Estos
resultados corroboran como en ambientes someros la mezcla vertical generada por
el viento es un de los mecanismos que podria modular las concentraciones de
nutrientes en la columna de agua por la resuspension del sedimento (Baillie & Welsh,
1980; Vorésmarty & Loder, 1994; Oldham & Lavery, 1999).

Varios estudios proponen (e.g. Fischer, 1979; Morales-Zamorano et al., 1991)
que la direccion e intensidad de los vientos son factores determinantes en la
generacion de varios fendmenos asociados con la estabilidad de la columna, tanto en
mar abierto como en zonas costeras. Para la parte alta, media y baja de la costa este
del Golfo de California se ha detectado que la intensificacion y predominio de vientos
del NO durante invierno-primavera favorece la incidencia de surgencias (LIuch-Cota,
2000). Aparentemente su ocurrencia tiene conexién con las lagunas costeras, ya que
existen indicios de que una porcién significativa de nutrientes provenientes de estos
procesos de mesoescala ingresan a éstas e incrementan la produccion y densidad
de MF (Martinez-Lépez et al., 2008). Para la boca de Macapule la presencia de altos
aportes de nutrientes nitrogenados oxidados y NID fue coherente con la
estacionalidad documentada para estos fendmenos de surgencias, lo que apoya lo

propuesto anteriormente.

Adicionalmente durante esta misma temporada otra fuente de nutrientes en
Laguna Macapule deriva de la actividad antropogénica. Esta actividad, ha sido
sugerida como una de los principales causas del enriquecimiento en los sistemas
costeros de la zona (Magafia-Alvarez, 2004, Escobedo-Urias & Martinez-Lépez,
2007; Ayala-Rodriguez, 2008), asi como del decremento en la calidad bacteriolégica
del agua (Escobedo-Urias et al., 1999). Dentro de las principales fuentes que
contribuyen a este enriquecimiento se encuentran incluidos los aportes de aguas
municipales, los provenientes de granjas camaronicolas, de los drenes agricolas y
por escorrentia. Estos dos ultimos, son quizas las fuentes que mayor contribucién e
impacto generan al sistema de Macapule, especialmente durante la época de intensa
fertilizacion y riego del suelo para los municipios de Guasave y Ahome (Magafia-
Alvarez, 2004).
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La region en la cual esta inmersa Macapule se caracteriza por ser una de las
mas importantes en términos de produccion agricola (Pena-Cabriales et al., 2002;
Paez-Osuna et al., 2007). Esta actividad incluye dos periodos a lo largo de un ciclo
agricola. El correspondiente al de otofio-invierno, es el mas importante en términos
de produccion. Durante éste se ha registrado la mayor extensién de areas de cultivo
(41,413 Ha) y la fertilizacion e irrigacion mas intensa en la zona (Cortesia de la
Comision Nacional del Agua -CNA-, 2009), lo cual es consistente con los mayores
niveles de NID en la Laguna de Macapule. (Magafia-Alvarez 2004; Poot-Delgado,
2006; Escobedo-Urias, 2008). La cantidad y los tiempos de aplicacion de fertilizantes
nitrogenados e irrigacion es similar a la reportada por Riley et al. (2001) para el Valle
del Yaqui. Alli se emplean en promedio 250 kg ha' de Nitrégeno por ciclo de cultivo
principalmente en forma de amonio anhidro. Usualmente, se llevan a cabo dos
aplicaciones; una tres semanas antes y otra cinco semanas después de la siembra,
cada una seguida de irrigacion. La implementacion de estas practicas,
aparentemente sustenta la presencia de altas concentraciones de NID, en especial

de las formas reducidas tanto en la boca como el estero en este periodo del afio.

Durante la persistencia de los vientos del NO, también se observaron mayores
fluctuaciones y concentraciones de oxigeno disuelto en la boca de Macapule con
respecto al estero, indicando la presencia activa de mecanismos fisicos, quimicos y
bioldgicos relacionados con el intercambio gaseoso con la atmdsfera (Wanninkhof,
1992; Wallace & Wirrick, 1992), la naturaleza reactiva del oxigeno (e.g. Rose &
Waite, 2006.) y la actividad fisiologica de autoétrofos y heterédtrofos (consumo y
produccion de esta molécula) (e.g. York et al., 2001; Laferla et al., 2006). Las
tendencias del oxigeno disuelto y su porcentaje de saturacion, oscilaron
independiente a la temperatura y a otros factores ambientales. La concentracion de
oxigeno se asocié negativamente al FID y al PA en ambos sitios de Macapule; sin
embargo, en la boca se asociaron positivamente al pH y la Clo a (Spearman; p<
0.05). En términos de saturacion de oxigeno, se mantuvieron correlaciones
significativas con FID y pH, sin embargo, a estas se sumd una correspondencia

directa con la abundancia de MF (Spearman= 0.52; p< 0.05). A pesar de que estos
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resultados no son concluyentes, es evidente que estas variables estan asociadas a la
actividad autotrofica y al maximo de produccion estacional del MF en la boca.
Aunado a esto, la participacion de los vientos dominantes en el periodo frio, también
ha sido otro argumento discutido previamente por Ulloa (2005) y Ayala-Rodriguez
(2008) para explicar dichos incrementos en la concentracién de oxigeno disuelto para

la zona externa al sistema lagunar y otras lagunas de Sinaloa, respectivamente.

Las particularidades de la composicidn fitoplanctonica del periodo frio,
caracterizado por la mayor abundancia de MF constituido principalmente por
diatomeas, responden sugestivamente a una mayor disponibilidad de nutrientes
inorganicos, asi como una menor presion por pastoreo sobre las células grandes que
pudieran estar fuera de los rangos de ingestion del mesozooplancton (Kigrboe, 1993;
Irigoien et al., 2005). Su abundancia difirid significativamente entre ambos sitios
(Kruscall-Wallis= 0.66; p> 0.05). Las mayores densidades en la boca fueron
observadas a finales del invierno-primavera, mientras que en el estero se
presentaron a finales del verano-otofio. Asi mismo, la estructura comunitaria y de
tamanos fue aparentemente diferente en ambos periodos (datos no mostrados).
Durante el primer incremento del ciclo de produccion se registrd6 una mayor
contribucion de géneros de diatomeas centrales, dentro de los que sobresalen
Chaetoceros, Guinardia, Skeletonema y Rhizosolenia. Sin embargo, también fueron
abundantes el grupo de los dinoflagelados con algunas proliferaciones del género

Prorocentrum.

VIIl.1.2 Periodo calido

Durante la temporada calida del afo, el patron del viento presenté un
comportamiento regularmente opuesto al periodo frio, muy similar al documentado
para varios lugares del Golfo de California (Bray, 1988). Sin embargo, la magnitud de
los vientos del SE fue elevada en junio a comparacion de los del NO, y la ocurrencia

de estos ultimos persistio en un mes del periodo calido (septiembre). Segun el
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trabajo de Parés-Sierra et al. (2003) con series de tiempo de tres afios, la direccion
de los vientos procedentes del SO y SE pueden registrar una inversion efimera de su
direccidon durante junio, julio y septiembre y durante cortos periodos en agosto para la
region sur del Golfo de California. Esta apreciacién corrobora que lo observado en
Macapule no es parte de un comportamiento totalmente andémalo, y quizas esta
alteracion responde al patrén de circulacion de vientos locales a lo largo del ciclo
diario.

De la misma manera, a como se observo en la boca en invierno-primavera, los
incrementos en el porcentaje de saturacion de oxigeno a finales del periodo calido,
son tal vez atribuidos a la produccion fotosintética relacionada con la incidencia de
proliferaciones de MF y fracciones menores (Ayala-Rodriguez, 2008). A diferencia de
varios estudios previos en la zona de estudio y sistemas contiguos (Ulloa, 2005;
Magafia-Alvarez, 2004; Ayala-Rodriguez, 2008), los valores de saturacién de
oxigeno en Macapule son notablemente inferiores (< 95%). Esta particularidad quizas
esta relacionada con la poca profundidad del sistema y el continuo aporte de la
materia organica y el subsecuente proceso oxidacién por actividad microbiana. No
obstante, algunas tendencias temporales son persistentes, como por ejemplo altos
valores de saturaciéon de oxigeno disuelto en verano para ambas estaciones y en

primavera unicamente para la boca.

Para la época calida se registro un incremento en la frecuencia de diatomeas
penadas de talla pequefia y poco silicificadas en relacion al aumento de la
temperatura superficial del agua, el cual fue mucho mas acentuado en el estero. Este
comportamiento ha sido previamente reportado en Macapule (Poot-Delgado, 1996),
en sistemas del norte de Sinaloa (Ayala-Rodriguez, 2008) y en ambientes templados
(Eppley, 1972; Harrison & Platt, 1980; Levasseur et al., 1984; Agawin et al., 1998).
Los géneros Cylindrotheca y Pseudo-nitzschia que también fueron abundantes en el
periodo frio, presentaron las mayores densidades y contribuciones al total del MF,
junto con otras diatomeas penadas, como Asterionellopsis y Thalassionema (datos
no mostrados). Algunas explicaciones acerca de esta estructura fitoplancténica han

sido enunciadas en torno a posibles ventajas frente a pérdidas por hundimiento o
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limitacion por nutrientes. Montagnes & Franklin (2001) argumentaron que en
sistemas de cultivo esta miniaturizacion de las generaciones de diatomeas puede
disminuir su tasa de sedimentacion y por consiguiente persistir mas tiempo en la
columna de agua. Otra explicacion propuesta por los autores anteriores, indica que la
relacion inversa entre la viscosidad y la temperatura del agua puede también
favorecer la pérdida de particulas por hundimiento durante estos periodos.
Thompson et al. (1992) por otra parte, sugiere que las variaciones de temperatura
suelen alterar también la composicién de las células en términos del contenido C:N
por unidad de volumen (Thompson et al., 1992) y por consiguiente cambios en la
densidad citoplasmatica; sin embargo, varios estudios con diferentes especies

muestran resultados contradictorios (e.g. Strathmann, 1967; Verity, 1981).

En ambientes oceanicos por ejemplo, condiciones limitantes por Nitrdgeno
incrementan el contenido de Carbono en diatomeas y por consiguiente su densidad
celular, promoviendo su hundimiento a estratos mas profundos en donde tienen
acceso a reservorios de Nitrogeno (e.g. Villareal et al., 1996; Singler & Villareal,
2005). En ambientes costeros someros esta situacion no se reproduce de la misma
manera, sin embargo, diatomeas limitadas por Nitrégeno podrian en algunos casos
desarrollar esporas de resistencia (e.g. Lewis et al., 1999) o metabolismos
heterotréficos o mixotroficos (e.g. Mengelt & Prézelin, 2002) hasta que las
condiciones favorables se reestablezcan. Aunado al incremento en la temperatura,
menores concentraciones de NID y un mayor desbalance en la proporcion N:P
(<16:1) fueron evidentes durante los meses calidos. Esta condicion limitdé el
desarrollo de diatomeas grandes, con altos requerimientos nutricionales (ver
referencias en Winder et al., 2009) y por consiguiente favorecio al desarrollo de
células pequenas y/o aquellas con la capacidad de explotar fuentes organicas (ver
referencias en Stickney et al., 2000). Con respecto al incremento de la temperatura
del agua, Paasche (1980) detecté una disminucién en el contenido de silice en
cultivos que podrian estar asociados a cambios morfolégicos.de dos especies de
diatomeas (Rhizosolenia fragilissima y Chaetoceros affinis).
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Otros nutrientes que estan involucrados directamente con la variabilidad de las
diatomeas son el SiO3 y FID, cuya dinamica no coincidié con el patron observado
para el NID. Asi mismo, los maximos niveles de estos nutrientes presentaron escasa
relacion con la época de mayor persistencia e intensidad de los vientos del NO
(promotores del evento de surgencia en la zona) y la ocurrencia del primer ciclo de
cultivo, excepto tal vez por las mayores concentraciones de SiOs; que aun
pertenecieron a la parte final del ciclo agricola en la zona, en coincidencia con lo
reportado anteriormente por Poot-Delgado (2006) para este mismo sistema. En
Macapule tanto el SiO3 como el FID siempre fueron detectados en altas y
considerables cantidades en comparacion con estudios previos en esta y otras zonas
adyacentes (Escobedo-Urias et al., 1999; Magafa-Alvarez; 2002; Poot-Delgado,
2006; Ayala-Rodriguez, 2008). Sin embargo, ambos nutrientes presentaron algunas
diferencias en sus patrones temporales. Esto obedece principalmente a la naturaleza
de sus ciclos biogeoquimicos, a las fuentes externas (aportes continentales,
oceanicos y atmosféricos) e internas (reciclaje) y a los mecanismos involucrados en
el amortiguamiento y bombeo de estos iones desde el sedimento a la columna de
agua y viceversa (Froelich, 1988; Ragueneau et al., 2002 y 2006). Varios estudios
indican que el mayor aporte a las concentraciones de Fosforo y silice inorganico
disuelto de los ambientes marinos, provienen principalmente de aportes
continentales, a través de la desembocadura de los rios, procesos de lixiviacion y
aguas subterraneas (ver referencias en Ragueneau et al., 2006). A diferencia de los
registros anteriores de SiO3™ para la zona de estudio, el FID presenté una variabilidad
interanual evidente. Una observacion similar fue documentada por Mortazavi et al.
(2000a) en series de tiempo de FID para sistemas estuarinos subtropicales en la
Bahia de Apalachicola (Florida). No obstante, ellos encontraron altos valores de FID
asociados principalmente a incrementos en las descargas fluviales. En el sistema
lagunar de Macapule las maximas concentraciones de FID y SiO3 no
correspondieron con los mayores niveles de precipitacién en la zona, los cuales
hubiesen favorecido la meteorizacion y disolucién de las rocas, asi como un aumento

en el caudal de descarga de los drenes y/o procesos de lixiviacion.
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Posiblemente, una de las hipdtesis mas acertadas sobre las fuentes con
mayor contribucion de SiO3"y FID en este trabajo, esta relacionada con los procesos
de remineralizacion de materia organica y disolucion de silice biogénico, asi como la
liberacion de nutrientes del sedimento, ambos acoplados a mecanismos de difusion
pasiva y adveccion en la columna de agua. Particularmente en Macapule, los
mayores incrementos de SiO3” fueron observados en marzo durante la temporada fria
del afo, en coincidencia con la estacionalidad de las surgencias costeras, asi como
con la disminucién de las densidades de MF y un repunte de CH y MZ en la boca de
Macapule. Esta condicién al parecer obedecié a bajas tasas de captacién de SiO3
por parte del MF y al acoplamiento con potenciales pastoreadores. De acuerdo a lo
anterior, una mayor concentracion de este nutriente en el estero con respecto a la
boca, es coherente con el registro de bajas densidades de consumidores del MF. El
mantenimiento de bajos niveles de este nutriente inorganico en el periodo célido es
quizas consecuencia de un consumo permanente por parte de pequefas diatomeas.
Durante esta época los niveles de SiO3 son amortiguados principalmente por los
procesos de remineralizaciéon (e.g. Yamada & D'Elia, 1984) y el aporte continental por
sistemas fluviales y escorrentia (e.g. Officer & Ryther, 1980; Ragueneau et al., 2000)

especialmente en periodo de lluvias (Martinez-Lépez et al., 2007).

Para el FID, en cambio, estos maximos ocurrieron entre abril-mayo en relacion
con el decaimiento de las proliferaciones de MF y un calentamiento inicial de la
columna de agua, asi como incrementos en la abundancia de CH. Al parecer, todos
estas condiciones favorecieron la acumulacion de materia organica (por muerte
celular, exudacion y excrecion, entre otras) y por consiguiente, altas tasas de
regeneracion de nutrientes por actividad microbiana, tanto en la columna de agua
como en el sedimento (Berounnsky & Nixon, 1990; Amuerman & Azam, 1991; Cowan
& Boynton, 1996; Benitez-Nelson, 2000; Bidle & Azam, 2001; Hagy et al., 2005;
Weston & Joye, 2005).

Algunas revisiones acerca de la regeneracion de silice en aguas costeras (ver
referencias en Nelson et al., 1995; Ragueneau et al., 2006), han documentado que

numerosos factores fisico-quimicos estan involucrados en este proceso, tales como

-86 -



temperatura, asociacion con elementos traza (e.g. Aluminio) y el area de superficie
especifica de las particulas. Sin embargo, algunos mecanismos biolégicos también
promueven la disolucién del silice biogénico, como por ejemplo la actividad
microbiana sobre la descomposicion de materia organica aglutinada en las paredes
de las frustulas (Bidle & Azam, 2001). En este trabajo, muy posiblemente gran parte
de las frustulas derivadas del decline de proliferaciones en invierno-primavera fueron
susceptibles a esta disolucion contribuyendo a los elevados niveles en marzo. No
obstante, el hecho de encontrarse embebidas en materia organica derivada de las
mismas diatomeas o dentro de las pelotillas fecales producidas por consumidores
zooplanctoénicos, podria haber facilitado su hundimiento al sedimento (ver referencias
en Turner, 2002) impidiendo el reciclaje de SiO3 dentro de la columna de agua. Esta
posibilidad ha sido previamente propuesta en otros trabajos, sin embargo, es
coherente con el hecho de que la mayor parte de los procesos de disolucion del
Opalo biogénico suelen llevarse acabo en la interfase agua-sedimento (ver

referencias en Ragueneau et al., 2006).

El predominio de sedimentos arenosos como el existente en Laguna de
Macapule (Ayala-Baldenegro, 2004), confiere gran permeabilidad que facilita el
intercambio de agua entre la columna de agua y el fondo (ver referencias en Precht &
Huettel, 2003), asi como favorecen la degradacion de materia organica. Esto
contribuy6 aparentemente a la redisposicion de nutrientes inorganicos y la disolucion
de silice biogénico como ya se ha visto reportada en algunos estudios (e.g. Shum &
Sundby, 1996; Ehrenhauss & Huettel, 2004). Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren un pequefio desfase o retardo entre la aparicién de proliferaciones
de fitoplancton silicio durante invierno-primavera y el pico de concentraciones de
SiO3” en la columna de agua durante primavera e inicios del verano resultado de su

reciclaje.

Es importante resaltar que la presencia de mayores concentraciones e
incrementos de SiO3” y FID en la columna de agua de la estacion del estero El
Tortugdn, obedece principalmente a un mayor grado de acoplamiento entre en

sedimento y la columna de agua, debido a lo somero del sitio y por ende al mayor
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impacto de la mezcla generada por la accion de los vientos y las corrientes de marea
(Ragueneau et al., 2006). Asi mismo, diferencias espaciales relacionadas con la
topografia, ubicacion de los puntos de muestreo, influencia de las aguas del Golfo, la
cercania a la vegetacion de manglar y a la descarga de los drenes, contribuyeron

posiblemente a esta variabilidad.

Como ya se menciond la dinamica temporal del FID aparentemente coincidid
con algunos eventos que podrian haber favorecido la remineralizacion de materia
organica tanto en la columna de agua como en el sedimento. En este ultimo
ambiente, el aporte a los estratos superficiales fue tal vez magnificado por
mecanismos de resuspension y transporte advectivo. Varios factores ambientales se
encuentran afectando la cantidad de FID que es movilizado a través de mecanismos
de adsorcién y desorcion en el sedimento (Sistema de Tamponizado). Su dinamica
generalmente es el resultado de la interaccion de varias propiedades fisico-quimicas
tanto de la fase sélida (tamano de grano, tipo de 6xidos, area, mineralogia), como de
la liquida (temperatura, fuerza i6nica, composicion, pH y potencial redox) (ver
referencias en Froelich, 1988). Para el sistema lagunar de Macapule, ninguna de las
variables anteriores fueron determinadas en sedimentos. Sin embargo, algunos
mecanismos fisicos podrian estar alterando la adhesién o absorcidon del Fésforo a
particulas y en sedimentos hipdéxicos de la laguna (Ayala-Baldenegro, 2004),

promoviendo el intercambio con aguas superficiales pobres en este nutriente.

Otra variable que tiene conexidén con el ciclo de produccion fitoplancténica y
remineralizacion es el pH. En la boca de Macapule esta variable presenté un patrén
estacional similar al de la temperatura superficial del agua (Spearman= 0.50; p<
0.05) y podria también estar asociada a una respuesta del ciclo de produccion
estacional de la laguna y la actividad microbiana. Generalmente, la actividad
fotosintética suele modificar el pH del agua hacia valores alcalinos por la remocion de
CO, del agua (Axelsson, 1988). En este trabajo, sin embargo, la correspondencia de
altos niveles de pH con los picos de produccion primaria fue unicamente detectada
en la boca de Macapule durante el periodo verano-otofio, de manera similar al

comportamiento descrito para la temperatura superficial del agua (Spearman= 0.50;

-88 -



p< 0.05). Lo anterior coincide con algunos reportes sobre incremento del pH en

verano para sistemas eutroficos templados (Hansen, 2002).

Algunos trabajos sefalan que la situacion opuesta ocurre en zonas de
surgencia, es decir, una disminucién en el proceso de alcalinizacién, suele ser
atribuida a un incremento en el intercambio de gases con la atmosfera derivado de
altos o moderados niveles de turbulencia durante el desarrollo de proliferaciones
fitoplanctonicas (Havskum & Hansen, 2006). Esta condicion pudo haber prevalecido
en primavera para la boca de la laguna, en correspondencia con el predominio de
vientos del NO. Simultdneamente, la produccion de sustratos organicos posiblemente
estimularon procesos microbianos de fermentacién y/o respiracion tanto en la
columna de agua, como en sedimentos como ha sido descrito para condiciones
semejantes (e.g. Newell et al., 1981; Kerner & Yasseri, 1997). El resultado final de
esta descomposicion suele generar sustancias acidas y un aumento en la presion
parcial de CO; en el agua, disminuyendo el pH y alterando electro-negativamente el
potencial de oxido-reduccion (Contreras & Castafieda, 1993; ver referencias en
Ferguson et al., 2003). La presencia conjunta de altas densidades de BP, PSV, MF,
concentraciones de Clo a y menores niveles de pH en la boca durante los meses
frios, sugieren que la actividad respiratoria de la comunidad posiblemente predomina
sobre la produccién fotosintética (Hansen, 2002). De acuerdo a Magafa-Alvarez
(2002), niveles de pH menos alcalinos y mayores concentraciones de demanda
bioquimica de oxigeno suelen reportarse en la Laguna de Macapule a lo largo del
estero y cerca a la desembocadura de los drenes principales durante el verano,
influenciados por las altas temperaturas y un elevado suplemento de materia
organica. En éste trabajo las estaciones de muestreo no se extendieron a dichos
sectores de la laguna, sin embargo, no se descarta la posibilidad de que estos
niveles de pH sean consecuencia de un acoplamiento de la actividad microbiana y la
produccion primaria, tal y como lo siguieren las correlaciones entre BP y Clo a
(Spearman= 0.42; p< 0.05).

En relacion al efecto del pH sobre los microorganismos, los niveles de pH en

la Laguna de Macapule (7.6 - 8.2) no fueron quizds un factor decisivo en su
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sobrevivencia. No obstante, algunos trabajos han atribuido que este factor es quizas
el responsable de la sucesion de especies (Schmidt & Hansen, 2001). Los valores
mas altos observados en los meses calidos coincidieron con la presencia de altas y
moderadas densidades de Cylindrotheca closterium, Prorocentrum minimum, P.
micans, Ceratium sp, Pyramimonas sp y algunos ciliados. Trabajos experimentales
con poblaciones naturales de estos organismos extraidos de la picnoclina del
estrecho de Oresund (Dinamarca), fueron altamente tolerantes a incrementos de pH
y capaces de mantener altas tasas de crecimiento entre 8 y 9.5 (ver referencias en
Hansen, 2002 y Pedersen & Hansen, 2003). Estas afirmaciones, sin embargo, son
contrastantes con lo observado en trabajos previos (Schmidt & Hansen, 2001;
Hansen, 2002), donde atribuyen parte de este predominio a una reduccion del
numero de depredadores y de sus tasas de pastoreo, asi como una mayor remocion
sobre especies fitoplanctonicas menos tolerantes al incremento del pH (Pedersen &
Hansen, 2003).

Particularmente, durante mayo se registré una disminucion importante del pH
en ambas estaciones y del oxigeno disuelto s6lo en la boca de Macapule. Segun
Boynton et al. (1996), esta condicion episédica ocurre frecuentemente en sistemas
costeros eutrofizados y es modulada por el colapso de comunidades autotréficas
mas que por la influencia estacional de las aguas del fondo. Esto coincidié con la
finalizacion de las proliferaciones de MF al final de los meses frios (primavera). Bajo
circunstancias similares, Pant & Reddy (2001) atribuyeron al cambio en el potencial
de reduccion-oxidacion (red-ox) como uno de los principales controles encargados
del suministro de FID a la columna de agua y de su retencion en los sedimentos de
sistemas costeros y estuarios. Corroborando esta hipétesis, un estudio realizado en
el sistema de marisma de Mai Po (Hong Kong), registré una fuerte asociacion entre
la condicién reductora del sedimento y el flujo de Fdésforo a la superficie durante el
verano, como una posible respuesta al incremento en la temperatura del agua y la
actividad microbiana (Lai & Lam, 2008). En sedimentos de sistemas altamente
eutrofizados, la descomposicién de la materia organica suele producir cambios en el

potencial red-ox que incrementan la produccién de iones de sulfuro a partir de la
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reduccion de sulfatos. Bajo estas circunstancias, este anién compite fuertemente por
el hierro oxidado (Fe+3) que usualmente se encuentra formando parte de una
molécula con el Fésforo (Fe(OOH)=P), permitiendo de esta manera su liberacién y la
formacion de FID en la columna de agua (Heijs et al., 2000; Lai & Lam, 2008). Asi
mismo, la hipoxia en sedimentos también suele favorecer la reduccién de complejos
amorfos de Fosforo ligados al Hierro (Fe*®) o Aluminio (AI*®), permitiendo asi la
desorcion y la liberacién de FID en ambientes con bajas concentraciones de este
nutriente (Heijs et al., 2000; Lai & Lam, 2008).

Posterior al pulso de FID en Macapule a principios de verano, la subita
disminucién y el mantenimiento de moderados niveles de FID estuvo posiblemente
asociado al reestablecimiento de la estabilidad de la columna de agua y del potencial
redox en el sedimento (Correl, 1998), asi como al consumo por algunos
componentes fitoplanctonicos (Krom et al., 1991) como cianobacterias cocoides y en
tricomas y pequenas diatomeas, entre otros, que incrementaron sus abundancias
durante el periodo calido. En un estudio realizado en la Bahia de Villefranche
(Francia) se identifico que la proporcion mas importante de captacién de FID (50-68
%) estuvo atribuida a la fraccion auto y heterotréfica mas pequefia (0.2—1 ym) entre
septiembre—diciembre de 1992 (Dolan et al., 1995). Para este mismo trabajo se
registr6 un incremento en el tiempo de renovacion del FID hacia el final de los
muestreos (diciembre) en correspondencia con un descenso en la tasa de captacion
por parte de las fracciones correspondientes a 0.2—1 y 1-5 ym, asi como un cambio
en la estructura fitoplancténica hacia un predominio de células con tamanos mayores
a 10 um. En general, todos estos resultados sugieren que la dinamica del FID a lo
largo del periodo monitoreado estuvo principalmente regulada por los procesos de
remineralizacion, el sistema de tamponizado y el consumo por parte de las fracciones

picoplanctonicas.

En los resultados obtenidos fue evidente una asociacidon positiva entre las
concentraciones de FID y la rapidez de los vientos del SE (Spearman= 0.46; p<
0.05), sugiriendo la presencia activa de esta ultima variable en la resuspension del

sedimento, como principal reservorio de este nutriente. Lo anterior fue quizas una de
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las condiciones que favorecid6 un desfasamiento temporal de los picos de
concentracion de FID entre ambos sitios de muestreo, promoviendo mayores
incrementos en junio de los niveles de la estacion mas somera (estero El Tortugdn).
En este mes fueron evidentes perturbaciones en la columna de agua que
disminuyeron la pérdida de la transparencia en el estero, tal como ha sido observado
en otros sistemas costeros someros (Guadayol et al., 2009). Esto alter6 los
mecanismos de desorcidn y absorcion-adsorcion que podrian haber puesto a
disposicion nuevo FID en la columna de agua (Pant & Reddy, 2001), asi como
también materia organica disuelta y particulada que retroalimenté positivamente las
condiciones para el reciclaje de nutrientes en la columna de agua. En la boca de
Macapule, en cambio, el maximo valor de FID detectado un mes antes que en el
estero, respondié principalmente a un incremento en la remineralizacion de
compuestos organicos generados por el declive de las proliferaciones de MF y por el
aporte directo procedente de la excrecién de MZ y mesozooplancton (Hargrave &
Geen, 1968; Dolan, 1997); este ultimo componente, integrado por copépodos y
decapodos son usualmente abundantes en Laguna de Macapule entre febrero-marzo
(Zavala-Norzagaray, 2006; De Silva-Davila et al., 2006).

En este trabajo en coincidencia con el incremento de temperatura y la maxima
concentracion de FID se observé el incremento inicial de PA entre mayo y junio en
Macapule, cuyo crecimiento probablemente consumi6 y mantuvo en bajos niveles al
FID hasta el final del periodo de muestreo. Este componente mostré respuestas
positivas coherentes con el incremento estacional de la temperatura superficial del
agua (Spearman= 0.67; p< 0.05); sin embargo, un resultado similar fue registrado
también frente a la variacién de la irradiancia solar (Spearman= 0.68; p< 0.05).
Consecuencias similares de ésta variable fisica sobre cambios en la densidad,
biomasa y tasa de crecimiento de poblaciones y comunidades del PA han sido
ampliamente documentados tanto en trabajos experimentales, como en ambientes
costeros y continentales de zonas subtropicales y templadas (Miyazono et al., 1992;
Chang et al., 2003; Jezberova & Komarkova, 2007; Cai et al., 2007). En otros

estudios, correlaciones significativas entre la tasa de crecimiento y la concentracion
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de nutrientes como nitrato y FID, han sido visualizadas en poblaciones de PA
pertenecientes al género Synechococcus sp unicamente para estaciones costeras
superficiales del mar de China con temperaturas superiores a 16 °C (Chang et al.,
2003). Reforzando esta misma suposicion, Sakamoto & Bryant (1998) notaron que
cultivos de la cepa Synechococcus sp PCC 7002 que se encontraban creciendo con
nitrato como unica fuente de Nitrogeno, experimentaron una disminucion en la tasa
de duplicacién y de produccion fotosintética de oxigeno, asi como un incremento en
la clorosis, debido a una pobre captacion de Nitrogeno cuando se estos se

mantuvieron a bajas temperatura (15 °C).

Todos estos resultados sugieren que en verano la temperatura superficial del
agua, la irradiancia solar y la concentracion de FID, aparentemente tuvieron un
efecto sinérgico sobre la dinamica estacional del PA. Esta hipétesis es coherente con
datos de obtenidos en experimentos in situ en la laguna Thau (Francia, Mar
Mediterraneo) (Bec et al., 2005) y en sistemas de cultivos de cepas de
Synechococcus procedentes de aguas continentales en Republica Checa (Jezberova
& Komarkova, 2007) en donde temperaturas entre 23 - 28 °C e irradiancias altas (>53
uEinstein'm?-s™ y entre 852 — 915 pEinstein'm®s™”, para el primer y segundo
estudio, respectivamente) estimularon la abundancia y tasas de replicacion del PA.
Adicionalmente a la combinacion de variables ambientales mencionadas, el
crecimiento de PA en Macapule, ocurre bajo una condicidn particular de menores
concentraciones de NID y por lo tanto de bajas proporciones de N:P (< 16) con
respecto a los meses frios. Esta condicion corrobora la capacidad de varias
poblaciones del PA, especialmente aquellas del grupo cianobacterias, de proliferar
en condiciones con desbalances en la proporcion N:P (Plinskiy & Jozwiak, 1999;
Vrede et al., 2009). Algunas ventajas que permitieron al PA un mayor crecimiento
durante verano-otofio en este ambiente limitado por Nitrégeno, radicaron
principalmente en aspectos morfoldgicos y fisioldgicos previamente reportados en la
literatura. En cuanto al primero, su escaso tamafo celular le confiere una alta
relacion superficie volumen que se traduce en una mayor cantidad de receptores y

transportadores trans-membranales por unidad de volumen, asi como un ahorro
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energético en el ingreso de sustancias al interior de la célula (Raven, 1998; Veldhuis
et al., 2005).

Varios datos sobre contenido de C:N:P en cultivos axénicos y poblaciones
naturales de cianobacterias picoplancténicas (de los géneros Prochlorococcus y
Synechococcus) (Bertilsson et al., 2003; Heldal et al., 2003; Veldhuis et al., 2005),
indican que predominantemente este componente presenta una composicion alta de
N:P con respecto al valor de Redfield (16:1) (1958). De acuerdo a lo anterior, este
grupo se ubicaria en la categoria de organismos “sobrevivientes” segun la
clasificacion propuesta por estrategia de crecimiento y contenido celular de N:P
(Arrigo, 2005), la cual incluye aquellos con la capacidad de crecer en ambientes con
condiciones limitantes, debido a su mayor proporcion de maquinaria celular rica en
Nitrégeno (pigmentos y enzimas) y encaminada a la captacion de energia luminica y
nutrientes. Un ejemplo particular de estos, son algunas poblaciones de PA
diazotroficas o fijadores de Nitrégeno molecular (N2) (e.g. Reddy et al., 1996; Huang
& Chow, 1991; Huang et al., 1999; Zehr et al., 2001), que se encuentran dominando

en los océanos oligotréficos (ver referencias en Partensky et al., 1999)

No obstante, esta apreciacion es contrastante con recientes experimentos in
situ llevados a cabo durante una proliferacion de PA en la temporada calida para la
laguna eutrofizada de Venecia (Italia) (Sorokin & Dallocchio, 2008). En este trabajo
se estimaron tasas de captacion y regeneracion del FID por parte del PA, asi como
sus tiempos de residencia en sistemas de cultivos enriquecidos. Los resultados
indicaron un rapido reciclaje del Fésforo, asi como la posibilidad de una via alterna
de captacién y almacenamiento en exceso de este elemento, paralela a los
mecanismos conocidos de fosforilacion y de-fosforilacion que estan acoplados a la
biosintesis y respiracién. A diferencia de lo que se pensaba en estudios previos, esta
capacidad de almacenaje sumada a la mixotrofia sugirié la posibilidad de que el PA
pudiera estar balanceando la concentracion de Fosforo en ambientes eutrofizados, a

través de los procesos de regeneracion y consumo (Sorokin & Dallocchio, 2008)
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Segun lo anterior y reconsiderando la propuesta de Arrigo (2005), el PA cabria
dentro el grupo de organismos “proliferadores”, caracterizados por una mayor
proporcion de organelos y biomoléculas relacionadas con el crecimiento celular
(ribosomas y proteinas estructurales) que permiten el mantenimiento de altas tasas
de duplicacion y produccion de biomasa. De esta manera sus requerimientos de
Fosforo del medio (N:P < 16) son mayores para soportar la sintesis de altas
cantidades de acido ribonucleico (ARN) cuya estructura es rica en enlaces fosfato
(~P). Esta categoria al parecer es mas coherente con la deteccion de altas
densidades de PA en Macapule durante todo el afio, en especial después de la
estimulacion por el incremento en la temperatura superficial del agua y el pulso de
FID en abril-junio y asimismo es coherente con otros registros en la literatura (e.g.
Olsen et al., 2006).

Estos argumentos indican que parte de la relativa estabilidad y poca
fluctuacién temporal de los niveles de Fdosforo con respecto a la dinamica del
Nitrégeno son quizas balanceados por una importante regeneracién y consumo que
es mantenido principalmente por la capacidad mixotréfica del PA a lo largo del afio.
Por otra parte, la capacidad de este componente para sobrellevar las condiciones
limitantes por Nitrogeno en Macapule, especialmente durante el periodo verano-
otofio, son quizas el resultado de capacidad para fijar Nitrégeno, tal como lo indican
otros estudios relacionados con la presencia y expresion de los genes implicados en

la sintesis de nitrogenasa (Chow & Tabita, 1994)

Por otro lado, no obstante lo discutido anteriormente, la dindmica de la trama
troéfica microbiana no puede entenderse considerando solo los nutrientes inorganicos,
ya que otra fuente importante de nutrientes para algunos de sus componentes, lo
constituyen las formas organicas tanto de Nitrogeno como de Fésforo (Bjorkman &
Karl, 1994; Zubkov et al., 2003; Bronk et al., 2007). Aparentemente, el aporte de las
fracciones inorganicas disueltas fue muy variable, con intervalo entre 5.2 — 74 %
(promedio= 29.4 %) y 5.2 — 95.0 % (promedio= 47.5 %) para Nitrégeno y Fosforo,
respectivamente. Sin embargo, en general estas fracciones no contribuyeron

mayoritariamente al NT y PT. Esto es coherente con la suposicion de que el material
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particulado, incluyendo el componente plancténico y la fraccidon organica disuelta,
constituyen quizas el mayor reservorio de estos elementos en la columna, tal como
ha sido detectado en algunos estudios en ambientes enriquecidos (Sorokin &
Dallocchio, 2008).

De acuerdo a Reuter (1977), la mayor cantidad de sustancias organicas que
ingresan a sistemas estuarinos prevalecen en formas disueltas. De esta fraccion
aproximadamente un 90 % esta constituida por geopolimeros o sustancias
refractarias. Estos compuestos son menos susceptibles a transformaciones por
accion fisica y bioquimica, y por tanto llegan a persistir en el orden de varios meses
hasta cientos de afios (Bronk, 2002). Gran parte de estas sustancias son acidos
humicos y fulvicos, porfirinas y amidas que tienen origen en ambientes terrestres.
Los acidos humicos, por ejemplo, llegan a aportar alrededor de 40 a 80 % del

Nitrégeno total al agua de mar (Alberts & Takacs, 1999).

Es importante mencionar que la Laguna de Macapule no posee aun algun
registro de concentraciones para sustancias refractarias. Sin embargo, la influencia
estacional de aportes pluviales y por escorrentia (Martrinez-Lopez et al., 2007), asi
como los registros de altas y fluctuantes niveles de NT y NP encontrados en este
trabajo, son indicios de que tales compuestos podrian estar presentes en alta o
moderada cantidad, ejerciendo una participacion importante en la dinamica de los
nutrientes. Hoy en dia, algunos trabajos sugieren que estas sustancias recalcitrantes,
son considerables fuentes de Carbono y Nitrdgeno para varias poblaciones de
bacterias y fitoplancton, especialmente en ambientes costeros limitados por
nutrientes inorganicos (Carlsson et al., 1999; Li et al., 2000; See et al., 2006; Bronk et
al., 2007). Altas contracciones de sustancias refractarias han sido asociadas a
incrementos en la concentracién de Amonio en sistemas estuarinos y costeros. Esto
se debe principalmente a su capacidad para capturar y transportar cationes en
condiciones de baja salinidad. Una vez que estos complejos interactuan con aguas
de mayor contenido de sales, el amonio es eventualmente liberado por intercambio

cationico poniéndolo a disposicidén para bacterias y fitoplancton (Bronk et al., 2006).
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Aunque en mucha menor concentracion que los compuestos refractarios, las
sustancias organicas labiles y semilables, es decir aquellas con tasas de cambio
relativamente cortas en la escala de minutos a afos y facil captacién y asimilacion,
suelen estar también ampliamente distribuidas en sistemas acuaticos (Carlson &
Ducklow, 1995). Estas fracciones incluyen moléculas de bajo peso molecular,
algunas macromoléculas (acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos) y sus
sub-unidades (nucledtidos, aminoacidos, acidos grasos, etc.) y son reconocidas por
ser una importante fuente de nutrientes de bajo costo energético para varios grupos
planctonicos (Fuhrman, 1987; Jgrgensen et al., 1993; Bronk et al., 2006). En este
trabajo, la urea fue la uUnica fuente organica disuelta evaluada. De acuerdo a la
clasificacion de Bronk et al. (2006) esta molécula es un compuesto altamente labil
que suele ser fuente de Nitrégeno y Carbono inorganico disuelto para varios grupos
de organismos. Su procedencia en la columna de agua esta asociada a productos de
excrecion de varios protozoarios (L'Helguen et al., 2005), algunos invertebrados
(Miller & Glibert, 1998; Wu & Sun, 2006) y peces (Merino et al., 2007; Lam et al.,
2008), asi como al catabolismo de aminoacidos, pirimidinas y purinas, entre otras
moléculas susceptibles a la actividad microbiana en columna de agua, pero
especialmente sedimentos (Therkildsen et al., 1996, 1997; Berman et al., 1999). En
Macapule, una fuente adicional de urea proviene del arrastre de excretas y otros
productos ricos en esta molécula que se emplean particularmente en actividades
agricolas y pecuarias en forma de fertilizantes (Avila, 2001; Pefia-Cabriales et al.,
2002) y en menor proporcidon como aditivos de algunos alimentos para ganado

vacuno (e.g. Cofré & Jahn, 2007), respectivamente.

En este trabajo, los niveles de urea son moderadamente elevados con
respecto a los reportados en la literatura para algunos sistemas costeros (McCarthy,
1972; Tungaraza et al., 2003; Fukao et al., 2006) y estuarinos (Kaufman et al., 1983;
Glibert et al., 2005; Andersson et al., 2006) en su mayoria de regiones templadas. No
obstante, las mayores concentraciones en la Laguna de Macapule son similares las
observadas en las costas del Valle del Yaqui (parte norte del Golfo de California),

durante el periodo de post-fertilizacién intensiva en los campos agricolas con este
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mismo compuesto (Glibert et al., 2006). De igual manera, la contribucién de urea al
NT en el area de estudio fue generalmente superior (11 y 97 %) a la registrada por
Gutiérrez-Mendieta et al. (1998) para varios sistemas costeros y estuarinos del Golfo
de México (7 a un 52%), en donde éste compuesto representd la segunda fuente

nitrogenada mas abundante después del amonio.

Remsen (1971) y McCarthy & Kamykowski (1972) coinciden en que la
distribucion de la urea en aguas superficiales es muy irregular (en parches) y puede
fluctuar fuertemente entre uno y otro punto de muestreo. Particularmente, ambos
sitios en macapule registraron fuertes diferencias en el patron de urea durante el
periodo calido. Esto esta posiblemente relacionado con las caracteristicas
hidrograficas de cada sitio. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que esta
variabilidad espacial este ligadas a su proximidad con la fuente de origen y/o a la
demanda de urea, tal y como fue sugerido por Berman (1974).en el estrato superficial
(0-10 m) del lago Kineret (Mar de Galilea). Para ese sistema, los niveles de urea
fluctuaron ampliamente desde indetectables hasta 150 yM en verano, y fueron
atribuidos principalmente a la dindmica del zooplancton y peces, que aparentemente
mantuvieron altas densidades y tasas de excrecion de urea. Bajo estas
circunstancias también se favorecio el pastoreo sobre el fitoplancton, reflejandose en

sus abundancias y por consiguiente en un pobre consumo de este compuesto.

Algunos trabajos han detectado que el PA tiene preferencia por NH;" (Harrison
et al.,, 1996) y eventualmente por NO3 y NO; in ausencia de otras fuentes de
Nitrégeno (Glover et al., 1988; Bird & Wyman, 2003), Sin embargo, la utilizacion
ciertos compuestos organicos es frecuente en estas fracciones (Bjorkman & Karl,
1994; Zubkov et al., 2003). Algunos estudios en gendmica Yy fisiologia han detectado
la presencia de genes y actividad enzimatica, relacionados con la utilizaciéon urea
como fuente de Nitrogeno y Carbono a partir de su hidrolisis a NH;* y CO, en varios
géneros de cianobacterias del PA (e.g. Berns et al., 1966; Kapp et al., 1975; Collier et
al., 1999; Palinska et al., 2000) y algunos picoeucariotes (Berg et al., 2002). Esto
indica que la dinamica de este compuesto organico podria no solo estar regulada por

las diferentes fuentes, sino también por las poblaciones potencialmente capaces de
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consumirla. En este trabajo la abundancia de PA estuvo positivamente
correlacionada con la concentracién de urea unicamente en la boca de Macapule
(Spearman= 0.80; p< 0.05). En este sitio durante los meses calidos, las mayores
concentraciones de urea estuvieron quizas relacionadas con un bajo consumo, asi
como con una alta densidad y actividad metabdlica de CH y MZ. De acuerdo a
L'Helguen et al., 2005, estas fracciones coincidentemente son las responsables de
las mayores tasas de regeneracion y aporte de urea en las aguas superficiales de
Canal Ingles en el periodo de verano. Por otro parte, la ausencia de una tendencia
estacional en los niveles de urea en el estero El Tortugén, estan relacionados con
mayores densidades y tasas de captaciéon por parte de las poblaciones del PA
durante verano-otofio, las cuales posiblemente no fueron eficientemente
balanceados por pastoreo de MZ y CH (Agawin et al., 1998; Putland & Iverson,
2007). Esto ultimo aparentemente fue coherente con las correlaciones positivas entre
las fracciones del microzooplancton y el PA (MZ: Spearman= 0.36; p< 0.01; CH:
Spearman= 0.40; p< 0.05).

De acuerdo a McCarthy & Eppley (1972), la presencia de altas
concentraciones de NH;* (> 7 uM) ha sido uno de los argumentos recurridos para
explicar la acumulacién de urea en ambientes acuaticos. Este i6n suprime los
mecanismos fisioldgicos del fitoplancton para la captacion de urea y/o transformacion
extracelular. No obstante, de haber ocurrido una inhibicion de este tipo, hubiese sido
mas evidente en el estero El Tortugon en donde los niveles de NH4" en verano (1.1 -
6.8 uM) fueron superiores que en la boca (< 2.7 uM). Ademas, en este ultimo sitio los
niveles de NH;* se mantuvieron relativamente bajos y poco fluctuantes a partir de
mayo, mes durante el cual se detectaron altas concentraciones de urea. Por otra
parte, algunos reportes en sistemas costeros y estuarinos han observado directa e
indirectamente indicios acerca del consumo y preferencia de algunos grupos
fitoplanctonicos por compuestos organicos en condiciones limitantes por nutrientes
inorganicos (e.g. Ignatiades et al., 1986; Gobler & Safiudo-Wilhelmy, 2001; Mengelt &
Prézelin, 2002; Berman & Bronk, 2003; Bronk et al., 2007). En el presente trabajo, las

diferencias mas resaltantes entre ambos sitios radicaron en la superioridad numérica

-99-



de PA, CT y algunas pequefias diatomeas (penales) en el estero El Tortugén durante
los meses calidos. Varios especies observadas alli presentan un metabolismo
mixétrofo ya documentado, como Pseudo-nitzschia sp (Mengelt & Prézelin, 2002;
Loureiro et al., 2009; Howard et al., 2007), C. closterium (Grant et al., 1967),
Skeletonema costatum Chaetoceros sp y Synechococcus sp. (ver referencias en
Ignatiades et al., 1986; Collier et al., 1999) del cual se presume o se tiene la certeza
de su facultad para explotar la urea como fuente de Nitrégeno, Carbono y/o energia.
Estos resultados sugieren que gran parte de las diferencias espaciales y temporales
en los niveles de urea observadas entre ambos sitios podrian estar influenciadas
tanto por la dinamica y actividad de las fracciones del CH y MZ, asi como por la
estructura fitoplanctonica y su capacidad para captar esta fuente nitrogenada

reducida en periodos desfavorables para la captacion del NID (Turley, 1986).

Ademas de los componentes autétrofos ya discutidos, es necesario mencionar que
de acuerdo con algunos modelos conceptuales, cambios temporales del orden de
afios y décadas en la biomasa y densidad de los grupos de productores primarios
(pastos marinos, macroalgas, etc.), podrian estar relacionados con alteraciones en
las condiciones fisicas del agua como la transparencia a consecuencia de un
aumento en el grado de eutrofizacion y la tala de bosque de manglar. Esto ultimo sin
embargo, ha sido rechazado para la Laguna de Macapule (Ladrén de Guevara-
Torres et al., 2003), indicando que su actividad en la remocion de gran parte de las
descargas continentales de nutrientes aun continua siendo vigente (Escobedo-Urias,
1997). No existen datos para comprobar si en Laguna de Macapule se ha dado este
cambio. Sin embargo, versiones orales de habitantes de la zona, indican que hace
aproximadamente una década atras la Laguna de Macapule presentaba mayor
cobertura de macrdfitas (pastos marinos) y macroalgas en las zonas mas someras
del la laguna. En coincidencia con esta version, se ha reportado una disminucion de
la transparencia del agua e incrementos en la concentracion de Clo a en la columna
de agua (Escobedo-Urias & Martinez-L6pez, 2007 No obstante estas observaciones
y a diferencia de lo que ocurre en sistemas costeros de latitudes altas, los datos de

profundidad de la capa fética calculados a partir de la profundidad del disco Secchi,
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indican que a pesar de la presencia de altas concentraciones de sdlidos totales
suspendidos y material organico particulado en la columna de agua (Poot-Delgado,
2006), la incidencia de luz en la Laguna de Macapule no es limitante para el
crecimiento del componente foto-autétrofo (Anexo 1), ya que la intensidad de la
energia luminica (solar) en ambientes someros subtropicales es generalmente
moderada y alta a lo largo del ciclo estacional (Valiela, 1995). Esta condicidén no solo
favorece la actividad fotosintética de aquellos que prevalecen en la columna de agua,
sino también de aquellos asociados al fondo (sedimento) y con mecanismos de
fotoadaptacion mediante los cuales pueden realizar procesos fotosintéticos
(Blanchard & Montagna, 1992). La presencia de estos componentes trae consigo
notables implicaciones tanto en la disponibilidad de nutrientes y la dinamica de
algunas variables fisico-quimicas (pH, potencial redox y oxigeno disuelto), como en
la transferencia de energia entre los diferentes compartimientos tréficos. Varios
estudios han reconocido que el reemplazamiento de estas comunidades ocasiona
cambios relevantes en los procesos biogeoquimicos que afectan la retencion de

nutrientes en el sistema (Ver referencias en McGlathery et al., 2007).

Aparentemente, altas biomasas de microalgas en la columna y en sedimentos
promueven menores tiempos de reciclaje de nutrientes (del orden de dias) con
respecto a los observados en una comunidad dominada por macréfitas perennes
(Duarte, 1995). Esto debido principalmente a su composiciéon quimica en términos de
menor contenido de sustancias refractarias (Buchsbaum et al., 1991; Enriquez et al.,
1993) y a su tolerancia a la hipoxia y a varios compuestos generados por la
descomposicién de altas concentraciones de materia organica en sedimentos
(Sundback et al., 1990; Ver referencias en McGlathery et al., 2007).

Bajo estas consideraciones, el registro de altas concentraciones de
fitoplancton en Macapule ha servido como un buen indicador del proceso de
enriquecimiento, sin embargo, se desconoce aun la contribucién de la comunidad
fitobentonica, su estructura y dinamica temporal. Algunas observaciones previas en
muestras de la columna de agua revelan que varias poblaciones microalgales

bentdnicas estan presentes episdédicamente y/o prevalecen a lo largo del afio (Poot-
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Delgado, 2006; Ayala-Rodriguez, 2008). En otros sistemas similares se ha
observado esta misma situacién identificandose a la resuspension como el
mecanismo que mantienen en la columna de agua a estas microalgas en relacion
con el efecto del ciclo de mareas, las corrientes, (Baillie & Welsh, 1980; Lucas et al.,
2000) y vientos (Demers et al., 1987; De Jonge & Van Beusekom, 1995) entre otros.
Las observaciones de este estudio, sugieren una relevante participacion de un
componente fitobentonico en el sedimento que podria quizas modular algunas
condiciones fisicoquimicas (pH, oxigeno disuelto, potencial re-dox., etc.) en esa
zona, asi como potencializar la acumulacién de materia organica, la regeneracion y
el consumo de nutrientes inorganicos; esto ultimo especialmente durante pulsos

inducidos por la resuspension de sedimentos.

VIII.2INTERACCIONES ENTRE COMPONENTES MICROBIANOS

Vill.2.1 Mixotrofia

De acuerdo con el concepto de mixotrofia, los organismos con esta capacidad
pueden usar tanto el metabolismo autétrofo como el heterétrofo para suplir sus
requerimientos de energia y Carbono (ver referencias en Jones, 2000). Esta
definicion suele ser muy simplificada, ya que no discierne con claridad entre aquellos
organismos con preferencias por la naturaleza de la fuente de energia y Carbono, la
presencia e intensidad de la simbiosis (en caso de que haya), o acerca del
predominio por algun tipo de metabolismo (autétrofo o heterétrofo), entre otras

incertidumbres.

Algunos esfuerzos, se han encaminado en tratar de hacer una clasificacion en
términos de su modo de nutricion y comportamiento (Jones, 1997). Sin embargo,
aqui se tratara de diferenciar en mixétrofos simbidticos, como es el caso de
Myrionecta rubra, y organismos individuales con mecanismos de osmotrofia y
fagotrofia, es decir aquellos con requerimientos de materia organica disuelta y
particulada (incluyendo presas unicelulares), respectivamente, como fuente de

energia o Carbono.
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De acuerdo a Mengelt & Prézelin (2002), hay fuertes indicios de que varias
especies de Pseudo-nitzschia tienen esta capacidad osmotrofica sobre sustancias
labiles para suplir sus necesidades de Nitrégeno. Algunas observaciones y pruebas
experimentales documentan que una vez terminados los eventos de proliferacion en
la columna de agua, Pseudo-nitzschia spp. permanece en estratos mas profundos o
en el sedimento, bajo condiciones de oscuridad en donde el metabolismo
heterotréfico es activado. En el estero El Tortugon, la zona fotica aparentemente
abarco toda la columna de agua durante el periodo estudiado, sin embargo, el
evidente incremento de estas poblaciones en otofio bajo condiciones limitantes por
Nitrogeno, sugiere que este tipo de metabolismo pudo haber estado presente en
correspondencia con posibles aportes continentales de materia organica (Tittel et al.,

2009) procedente de los drenes y escorrentia en los meses mas lluviosos.

Recientemente, varios estudios demostraron que la contribucién y actividad de
mixotrofos fagotroficos es alta en estratos iluminados de la columna de agua (ver
referencias en Jones, 1997 y 2000). A pesar de que las técnicas empleadas para el
recuento de microorganismos en este trabajo tienen ciertas limitaciones para la
diferenciacién de mixoétrofos, la incidencia de grandes densidades de NF y PA 'y en
menor proporcion DF y FF en la Laguna de Macapule, indican que su posible
participacion en las redes troficas debe ser contemplada, en especial cuando se
refiere a un sistema somero, con desbalances en las proporciones de nutrientes y
con buena oferta de presas y particulas organicas. En ambientes relativamente mas
profundos y en sistemas experimentales, se ha reportado que organismos mixotrofos
fagotréficos alcanzan mayores tasas de crecimiento poblacional y biomasas que
pastoreadores heterotroficos especialistas en ambientes iluminados o en la parte
superficial de la columna de agua; de igual manera, su remocién o pastoreo sobre
presas (<10 um) llega a ser notablemente mas alto en este estrato que en la zona
afética (Tittel et al.,, 2003). Estas diferencias se atribuyen principalmente a la
habilidad competitiva de los mixotrofos para explotar diversas fuentes de energia
(quimica y solar), asi como nutrientes minerales a bajo costo en condiciones
iluminadas (Nygaard & Tobiesen, 1993; Rothhaupt, 1996; Jones, 2000).
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Con respecto a los mixotrofos fagotréficos < 200 ym, varios estudios han
reconocido su participacidon en las redes troficas herbivoras y microbianas, en
especial con relacion a la formacién de proliferaciones algunas de ellas nocivas, su
persistencia bajo condiciones desfavorables de nutrientes inorganicos y luz, y a su
efecto o control sobre otras poblaciones plancténicas por pastoreo (e.g. Stoecker,
1997; ver referencias en Stoecker, 1999 y Burkholder et al., 2008) y parasitismo
(Coats et al., 1996; Park et al., 2004). Como se mencioné antes, algunas limitaciones
relacionadas con la técnica de recuento de microorganismos por epifluorescencia, no
permitieron la diferenciacion de aquellos con metabolismo mixotréfico, asi como la
identificacion taxondmica precisa de algunos de organismos (Caron, 1983). Sin
embargo, fue posible explorar la estructura de la comunidad microplancténica (datos
no mostrados) a través microscopia de campo claro. La contribucion de esta fraccion
al total de organismos autétrofos en Macapule fue aparentemente menor al aporte de
nanoflagelados mixotréficos. Sin embargo, los géneros reportados aqui mostraron las
mayores densidades dentro del grupo de los dinoflagelados. Esta situacioén es similar
a la observada por Ismael (2003) en el puerto este de Alejandria (Egipto), en donde
el 98 % de la biomasa autotréfica y mixotrofica fue dominada por la fraccion < 30 um;
mientras tanto, el 52 % y 78 % de la porcion del fitoplancton total y de dinoflagelados,
respectivamente, estuvo constituida por algunas especies con géneros mixotroficos
(Gyrodinium, Ceratium, Scrippsiella y Prorocentrum). Coincidentemente, estos
mismos taxa junto con un género reportado como heterotrofico (Protoperidinium)
representaron la mayor porcidén de organismos fagotréficos en la Laguna de
Macapule; no obstante, la especie P. minimum persisti6 en la mayoria de los

muestreos con la maxima contribucién numeérica (datos no mostrados).

Segun la clasificacion modificada para el grupo de dinoflagelados basada en
las estrategias adaptativas de supervivencia propuesta por Smayda & Reynolds
(2001, 2003), los géneros anteriormente mencionados se encuentran incluidos dentro
de las categorias | (Gimnodinoides), Il (Peridinianos/Prorocentroides) y |li
(Ceratianos). Estos tienen en comun que son especies propias de ambientes

costeros someros, de poca turbulencia y caracterizados por altas irradiancias de luz;
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no obstante, difieren substancialmente en sus requerimientos de nutrientes con una
tendencia a permanecer en sistemas eutréficos a oligo-mesotroficos. El tipo de
nutricion (mixotrofia fagotrofica) de estos géneros puede considerarse como una
caracteristica fisiolégica importante para entender la distribucién espacial y temporal
de las especies observadas. Particularmente, el patrén temporal del género
Scrippsiella y las especies P. minimum y P. mexicanum difirieron al de los otros
dinoflagelados, registrando proliferaciones en invierno-primavera, de manera similar
a la dinamica observada para diatomeas en la boca de Macapule. La temporalidad
observada para P. minimum es consistente con reportes previos de proliferaciones
de esta misma especie para el sistema lagunar (Poot-Delgado, 2006;) y para varios
lugares a lo largo de la costa pacifica mexicana y el Golfo de México (ver referencias
en Poot-Delgado, 2006; Martinez-Lépez et al., 2008). Este patron, sin embargo, es
contradictorio segun lo descrito por Smayda & Reynolds (2001) acerca de que este

grupo evade condiciones favorables para el crecimiento de diatomeas.

La incidencia de altas densidades de P. minimum durante primavera y
comienzos del verano en zonas costeras templadas ha sido atribuida principalmente
a su capacidad para mantener tasas de crecimiento constantes frente a esporadicos
pulsos de Nitrégeno (Sciandra, 1991) y de ingerir presas (usualmente cryptdéfitas u
otros nanofalgelados) bajo condiciones limitantes por luz y nutrientes inorganicos
(Stoecker et al., 1997). Esta ultima posibilidad, sin embargo, no es coherente con la
proliferacion registrada en primavera frente a moderadas y altas concentraciones de
nutrientes inorganicos en Macapule. Esta ultima condicion, inhibe la expresién del
metabolismo mixotréfico a pesar de la gran disponibilidad de presas (BP, PA 'y NF), a
menos tal vez, de que se trate de requerimientos de factores traza de crecimiento
(Stoecker et al., 1997). Segun Stoecker et al. (1997) la alimentacion por fagotrofia en
la Bahia de Chesapeake suele ser comun en verano cuando el fitoplancton es
fuertemente limitado por Nitrégeno. Esto explicaria como este género al igual que
otros dinoflagelados (Gyrodinium y Ceratium) con capacidad mixotréfica prevalecen e

incluso repuntan a finales del periodo calido del ano.
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Una de las explicaciones mas acertadas a la aparicion de altas abundancias
de P. minimum en marzo y abril, esta relacionada a la intromisién de proliferaciones
generadas afuera de la boca de la Laguna de Macapule en coincidencia con eventos
de surgencia y pulsos de NH;* y NO3™ (Martinez-Lépez et al., 2008). Esto al parecer,
argumenta las diferencias espaciales detectadas en las magnitudes de abundancia

en relacidn con la ubicacion respecto al foco de la surgencia.

Por otra parte, algunos estudios en medios de cultivo y sistemas costeros
templados, han identificado que el crecimiento de P. minimum estuvo asociado
positivamente a altas irradiancias y temperaturas, asi como al suplemento acidos
hamicos y fulvicos (ver referencias en Burkholder et al., 2008); siendo estos ultimos
compuestos esenciales como quelantes de elementos traza, involucrados en la
biosintesis de la enzima para la asimilacion de NO3™ (Heil, 205;). Lo anterior sugiere
que las proliferaciones de P. minimum en Macapule son quizas el resultado de su
transporte por adveccién desde afuera de la laguna y a niveles elevados de
nutrientes nitrogenados oxidados. Asi mismo, su persistencia a lo largo del ciclo de
muestreo es quizas mantenida por su capacidad mixotrofica y el suplemento de
aportes terrigenos (sustancias humicas y fulvicas) derivados del ciclo de irrigacion de
campos agricolas y/o escorrentia en época de lluvias durante invierno-primavera y

verano otofo, respectivamente.

Esto resultados y los de otros estudios indican que la contribucion del
componente mixotréfico en sistemas costeros eutrofizados podria ser relevante en
términos de la conexidén y transferencia de Carbono entre las redes tréficas
microbianas y las herbivoras. Eventualmente, esta situacion se ve alterada cuando el
crecimiento de estos organismos promueve condiciones nocivas que impiden el
control eficiente de su produccion por parte del metazooplancton u otros

consumidores (Burkholder et al., 2008).
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VIII.2.2 Componentes autotroficos

Aparentemente, la contribucién de especies inorganicas del NID y compuestos
organicos labiles como urea a lo largo del afio, muy probablemente promovieron la
distribucion temporal de la abundancia de algunos grupos microfitoplancténicos.
Varias observaciones en trabajos experimentales y zonas de surgencias, han
reportado que la disponibilidad de formas nitrogenadas oxidadas incrementan el
crecimiento y la velocidad de captacién de algunas especies pertenecientes a los
géneros Chaetoceros, Skeletonema, Stephanopyxis, Rhizosolenia, Pseudo-nitzschia
Guinardia, y Eucampia (Malone, 1980; ver referencias en Dortch, 1990; Cloern &
Dufford, 2005; Cochlan et al., 2008). Mientas tanto, mayores niveles de formas
regeneradas (NH4" y urea) han sido asociados principalmente al desarrollo de
fitoplancton de talla pequeia (<20 pm) y algunas diatomeas (Cylindrotheca
closterium); en algunas circunstancias promueven también proliferaciones de
poblaciones potencialmente nocivas (Legendre & Rassouladegan, 1995; Hildebrand
& Dahlin, 2000; ver referencias en Glibert et al., 2006; Howard et al., 2007). Sin
embargo, fueron también observadas altas densidades de Skeletonema costatum, en
algunos meses del periodo calido y el frio, lo cual obedece a su capacidad para
captar tanto fuentes reducidas como oxidadas de Nitrogeno y evitar la inhibicién de
estas ultimas por altas concentraciones de amonio (ver referencias en Collos et al.,
2003)

La presencia de formas reducidas fue dominante en Macapule y posiblemente
favoreci6 altas densidades de los componentes autétrofos pequefios durante todo el
periodo de muestreo y eventuales proliferaciones de NF y PA. A diferencia de este
ultimo, el NF no revel6 una marcada variacién estacional, lo cual fue un reflejo de la
ausencia de relaciones estadisticas con las variables ambientales. Los valores de
abundancia de ambos componentes fueron altos y fluctuaron dentro de los intervalos
reportados para sistemas eutrofizados tanto de zonas templadas como subtropicales
(Tablas 5y 6) (e.g. Ray et al., 1989; Murrel & Lores, 2004, Murrel & Caffrey, 2005;
Cai et al., 2007; Pan et al., 2007; Santos et al., 2007). Estos resultados indican que a

pesar de los desbalances en las proporciones N:Si:P, el elevado contenido de
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nutrientes en Macapule incrementa la capacidad de carga del sistema para soportar

altas densidades de estas fracciones de talla pequefa del fitoplancton durante todo

el ano.

Tabla 5. Valores comparativos de abundancias minimas, maximas y promedio de
picoplancton autétrofo en sistemas costeros y oceanicos. (-) No especificado.

Abundancia de picoplancton
autétrofo (Cél.mL™)

Lugar Referencia

Promedio Minimo  Maximo

- - - Mar de Sargazo (Sur de Bermuda) Caron et al. (1999)

- - - Cuenca Oceanica Beford Li (1998)

} 11x10* 2.2 x10° Costa Pacifica (Columbla Britanica y Clasen et al. 2008

Canada)

- 1.0x10° 1.7 x10° Mar Baltico (Finlandia) Kuosa (1991)
1.8 x10° - - Bahia Chesapeake (USA) Ray et al. (1989)
7.1 x10* - - Bahia Villefranche (Mediterraneo) Jacquet et al. (1998)
2.3x10° - - Costa Este mar Mediterraneo (Israel) Berman et al. (1984)

- 1.7 x10*  2.7x10° Norte del Golfo de California Diaz & Maske (2000)

. 1.0x10° 19x10f  BahiaTodos Santos Corriente de Diaz & Maske (2000)

California (México)

- 45x10°  3.1x10° Bahia de Biscay (Mar Cantabrico) Moran (2007)

- 2.3x10°  1.2x10° Costa Noreste (Taiwan) Tsai et al. (2005)

- - 1.2 x10° Laguna Cesine (Norte Mar Adriatico) Del Negro et al. (2007)

- 2.7x10° 1.2 x10° Bahia Apalachicola (Florida, USA) Putland (2005)

- 1.0x10*  1.0x10° Costa del Mar oriental de China Chan et al. (2003)

3 6 Costa Noreste Golfo de México

- 4.0x10° 5.8 x10 (Florida, USA) Murrel & Caffrey (2005)
23x10*  1.8x10° 2.70 x10° Estuario de Changjiang (China) Pan et al. (2007)*
26x10° 15x10* 6.2x10° Estero El Tortugén

Este trabajo (2009)

1.1x10°  3.8x10* 1.8x10° Boca Macapule
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Por otro parte, la presencia de diatomeas en ambientes acuaticos ha sido
considerada como un buen indicador de la capacidad de un sistema para responder
a condiciones de enriquecimiento y turbulencia (ver referencias en Guadayol et al.,
2009). A pesar de que en Macapule las concentraciones de nutrientes inorganicos
tanto oxidados como reducidos son elevadas en invierno-primavera, la alta duracion,
frecuencia e intensidad de eventos turbulentos en la columna de agua fueron
determinantes para el desarrollo de proliferaciones de Skeletonema costatum,
Stephanopyxis turris, Guinardia delicatula y varias especies de Chaetoceros (C.
curvisetus, C. compresus, C. spp.). Algunas de estos organismos, han sido
reportados bajo circunstancias similares en otros sistemas costeros de la parte sur
del Golfo de California (e.g. Ulloa, 2005; Villegas-Aguilera, 2009).

Tabla 6. Valores comparativos de abundancias minimas, maximas y promedio de
nanofitoplancton en sistemas costeros y oceanicos. (-) No especificado.

Abundancia de

nanofitoplancton (Cél.mL'1) Lugar Referencia

Promedio Minimo Maximo

2.5x10° - 4.0x10®°  Pacifico Noreste Sub-Artico Doherty (1995)

Zona oceanica (Surgencia de

3
- 0 3.0x10 Chile)

Cuevas et al. (2004)

Bahia de Hiroshima, Mar de

- 43x10°  1.9x10* .
Japén

Iwamoto et al. (1994)

Plataforma continental

2 3
) 3.8x10 3.2x10 (Surgencia de Chile)

Cuevas et al. (2004)

Transecto costa-océano

2 4
) 7.1x10 1.3x10 (Atlantico Norte)

Davis et al 1985

9.5 x10° 1.1 x10' 2.1 x10°  Estuario de Changjiang (China) Pan et al. (2007)
- - 1.3 x10° Bahia de Guanabara (Brasil) Santos et al. (2007)
- 5.0 x10? 1.5 x10* Estuario Rio York (USA) Ray et al. (1989)
9.8x10° 4.2x10° 2.98x10* Estero El Tortugon

Este trabajo (2009)
6.0x10°  3.7x10° 1.5x10° Boca Macapule
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El patrén temporal observado en las fracciones fitoplancténicas en Macapule
es coherente con observaciones de tasas de crecimiento y produccion de Carbono
en experimentos de meso-escala realizados en los mares Baltico y de Noruega
(Olsen et al., 2006). En estos trabajos se reportaron mayores contribuciones del PA 'y
NF durante periodos de menores concentraciones de nutrientes inorganicos, asi
como un posterior incremento en el crecimiento y la produccion de fracciones
mayores (>20 ym) frente a una condicion de enriquecimiento. Segun este y otros
estudios (ver referencias en Olsen et al.,, 2006), el PA responde débilmente al
incremento al aporte de nutrientes y bajo esta circunstancia nunca llega a ser
dominante en términos de biomasa, debido principalmente al fuerte control por
pastoreo (Sherr & Sherr, 2002) y lisis viral (ver referencia en Mann, 2003). Con
respecto al primer control, como se discutira mas adelante, hay fuertes indicios de
que su intensidad en la Laguna de Macapule se incrementé en los meses calidos, y
fluctué espacialmente en respuesta a diferencias en la estructura taxonémica del
microzooplancton de ambos sitios. En cuanto al control viral, no se observaron
correlaciones significativas con el PA, sin embargo, altos cocientes PSV:PA en la
temporada fria presumen mayores pérdidas debidas a la lisis viral. Estos resultados

sugieren una posible alternancia estacional entre ambos controles sobre el PA.

Como se mencion6 previamente, durante la temporada fria, los altos niveles
de nutrientes tanto en especies reducidas como oxidadas del Nitrogeno, beneficiaron
la densidad de algunos grupos del MF y mantuvieron elevadas abundancias de NF.
Esta condicion sumada al registro de moderadas y altas irradiancias podrian haber
jugado un papel preponderante en el incremento de la exudacion vegetal, el aporte
de sustratos organicos y por consiguiente la estimulaciéon de la abundancia de BP
(e.g. Berman & Holm-Hansen, 1974; Zlotnik & Dubinsky, 1989; Church et al., 2000).
En este trabajo, como en otros realizados en ambientes marinos y continentales (e.g.
Bird & Kalff, 1984; Findlay et al, 1991; Bouvy et al., 1998) fue evidente la asociacion
positiva (Spearman= 0.42; p <0.05) entre la densidad de BP y Clo a. Esta misma
relacion ha sido también ampliamente documentada en la literatura en términos de

biomasa y produccion de cada componente (Cole et al., 1988; Simon et al., 1992;
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Barrera-Alba et al., 2008). Esto apunta al componente del MF como una de las
fuentes principales de compuestos organicos disueltos y/o particulados durante el
periodo frio. De alguna manera, lo anterior corrobora la dependencia del componente
procariota heterotréfico por la produccidn autotréfica de sustratos organicos en
Macapule. La validez de de esta aseveracion, todavia no esta del todo comprendida
en ambientes costeros eutroficos subtropicales (Wallberg et al., 1999), ya que el BP
recicla materia organica disuelta y particulada no solo del fitoplancton, sino también
de cualquier otro nivel tréfico y aporte externo al sistema. Por ejemplo en algunos
sistemas estuarinos influenciados fuertemente por la marea o aportes fluviales, la
biomasa y produccion del BP puede exceder la del fitoplancton, como resultado de
un incremento en el subsidio de material organico aléctono (Pradeep-Ram et al.,
2007), y la prevalencia de condiciones fisicas limitantes para el desarrollo del
fitoplancton como la baja penetracion de luz (Morales-Zamorano et al., 1991). Lo
anterior es quizas consistente con el segundo incremento mas notable en la
densidad de BP a finales el periodo calido en el estero, lo que coincidié con el
aumento en el numero de diatomeas de pequefio tamaino y potencialmente
mixétrofas, algunos repuntes en las concentraciones de Clo a, asi como los mayores
niveles de precipitacion en la zona. En concordancia con lo mencionado arriba, esto
fue posiblemente el resultado de una estimulacion de la produccidon bacteriana
debido la contribucion de materiales organicos aldoctonos, transportados por via

escorrentias pluviales y lixiviacion.

Las densidades detectadas de BP, al igual que la de otros componentes
microbianos de la Laguna de Macapule, fueron considerablemente elevadas y
comparables con otros ambientes costeros eutrofizados (e.g. Boehme et al., 1993;
Hewson, 2000; Almeida et al., 2001a; Murrel, 2003). Esto al parecer, es un indicador
de que en sistemas enriquecidos el BP retiene gran proporcién del Carbono organico
y dificulta su transferencia a niveles troficos superiores, de manera similar a como fue
hipotetizado para ambientes oceanicos oligotréficos a través del esquema del ciclo
microbiano (Azam et al., 1983; Pomeroy et al.,, 1983; Legendre & Rassouladegan,

1995). La mayoria de los sistemas acuaticos costeros y zonas de surgencias se
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encuentran caracterizados por una estructura tréfica herbivora, en donde la
contribucion del componente microbiano a la alimentacion de los metazoos es
despreciable (Legendre & Rassouladegan, 1995). No obstante, los resultados de las
variables biolégicas sugieren que la Laguna de Macapule tiene una activa

participacion de la trama microbiana.

La combinacion entre ambos modelos conceptuales (herbivoro y microbiano),
fue propuesta por Legendre & Rassouladegan (1995) bajo el nombre de red trofica
multivora. Esta revela como la fraccion del MF capta aportes aléctonos de NID (NO3,
NO," y NH;") y los transfiere al reservorio de Nitrogeno organico disuelto (NOD) y
NH,", este ultimo a través del pastoreo por protozoos y la descomposicion
microbiana. De esta manera, el incremento autdctono de NH," finalmente favorece el
desarrollo de fitoplancton pequefioc que es activamente pastoreado. Esta
retroalimentacion alrededor de las fuentes externas de NID y el reciclaje es quizas
modulada estacionalmente por factores ambientales y el ciclo de produccién. Muy
posiblemente, la estructura tréfica herbivora es acentuada durante los meses frios,
caracterizados por altos aportes inorganicos, mientras la condicion opuesta marca un
predominio de las redes microbianas en el periodo calido. Esta apreciacién ha sido
descrita también en ambientes marinos templados y subtropicales con respecto a la
alternancia estacional de periodos de enriquecimiento por mezcla vertical y de
empobrecimiento bajo condiciones estratificadas de la columna de agua, durante
invierno-primavera y verano-otofio, respectivamente (e.g. Gilabert, 2001; Nakano, et
al., 2004; Shinada et al., 2005; Shinada et al., 2008).

Por otro lado, es dificil determinar el posible avance del estado de
eutrofizacion de la Laguna de Macapule con base en una serie de tiempo tan corta
de variables fisico-quimicas y bioldgicas. Sin embargo, es un hecho que las elevadas
densidades de componentes microbianos estan favorecidas por este proceso de
enriquecimiento. Algunos comentarios de los habitantes indican que las pesquerias
locales de ciertos recursos pelagicos han colapsado en estos ultimos afos, asi como
se han mantenido e incluso incrementado las capturas o cultivos de comunidades de

moluscos (bivalvos) bentdnicos. Esto muy posiblemente esta relacionado con un

-112 -



cambio temporal en la estructura trofica de una predominantemente herbivora a una
microbiana, y el acoplamiento de esta ultima a un control dominado por filtradores
benténicos (Cloern, 1982). En relacion a esto, se ha observado que una de las
respuestas mas notorias al incremento en el flujo de nutrientes es un fuerte consumo
de la produccion fitoplancténica por parte de las comunidades de filtradores
bentonicos; en la mayoria de los casos la biomasa de este componente llega a
superar la del zooplancton en ambientes eutrofizados (Cloern 1982; ver referencias
en Cloern, 1996). Lo anterior es quizas consistente con la baja a moderada biomasa
mesozooplanctonica a lo largo del afo (De Silva-Davila et al., 2006; Zavala-

Norzagaray, 2006).

VII.2.3 Otras relaciones troficas

Las biomasas de BP, PA y NF ademas de estar reguladas por la
concentracion y disponibilidad de sustratos organicos e inorganicos (e.g. Pace &
Cole, 1994; Krstulovi¢ et al., 1997; Tanaka et al., 2004; Timmermans et al., 2005),
también son controladas “Top down” o desde la parte superior de las redes tréficas
por la depredacion de parte de NZ, CH y MZ (e.g. Sanders et al., 1992; Fuhrman &
Noble, 1995; Murrell et al., 2002; Ferrier-Pagés & Gattuso, 1998; Bojanic¢ et al., 2006)
y la lisis viral PSV (ver referencias en la introduccion de este documento). A
continuacion se ahondara un poco sobre la posible variabilidad de estos ultimos

factores de control en la Laguna de Macapule.

Vill.2.3.1 Control viral

Varios trabajos han reconocido diferentes interacciones inter-especificas entre
virus y microorganismos e incluso otros virus cuyas interacciones fluctuan desde
neutrales, sinérgicas y antagonicas (Weibawer, 2004); siendo estas dos ultimas las
mas relevantes. En el caso de relaciones positivas, como el mutualismo, los

hospederos pueden beneficiarse de la infeccion viral cuando estan involucrados
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procesos de trasferencia horizontal de material gendmico, como es el caso del
traspaso de genes para la fijacion de Nitrogeno como en Synechoccocus sp (Palenik
et al., 2009) y la adquisicién de transportadores de alta afinidad de FID en Emiliania
huxleyi y Prochlorococcus sp (ver referencias en Dyhrman et al., 2007). En cambio,
otras relaciones consideradas como parasitismo (necesidad de hospedero para su
ciclo vital) y depredacion (lisis o muerte al hospedero) son negativas y suelen alterar
la condicion fisiologica, la abundancia y diversidad de los microorganismos
hospederos (Weinbawer, 2004; Thingstad et al., 2008). Generalmente, las
infecciones virales pueden tener un impacto significativo en las redes troficas
acuaticas, no solo por el control sobre las poblaciones de bacterias y algas
unicelulares, sino también las implicaciones que esto podria tener en la transferencia

de carbono y energia dentro del sistema (Wommack & Colwell, 2000).

Maximas densidades de PSV en marzo para la Laguna de Macapule son
consistentes con algunos estudios estacionales en zonas costeras, incluyendo
ambientes eutrofizados de zonas templadas y subtropicales (Tabla 7) en donde
magnitudes semejantes han sido reportadas durante el periodo primavera-verano, en
asociaciéon a cambios en la estabilidad de la columna de agua e incrementos en la
temperatura del la misma (Hara et al., 1991; Wommack et al., 1992; Jiang & Paul,
1994). Sin embargo, pequenas variaciones temporales a este patron suelen estar
relacionados a la dinamica ambiental local, asi como al impacto antropogénico (Jiao
et al., 2006), que en el caso de Macapule es producido por las actividades agricolas
durante el periodo frio. En este trabajo, altos cocientes de PSV con BP y NF fueron
detectados de manera similar a como se observé con PSV:PA durante los meses

frios.

En el caso de la proporcion PSV:BP, valores superiores a 10 han sido
frecuentemente reportados en condiciones de enriquecimiento (e.g. Paul et al., 1991;
Cochlan et al., 1993; Noble & Fuhrman, 1998). Estos niveles coincidieron con la
incidencia de altos numeros de particulas virales en el periodo frio, lo cual podria
estar asociado a un masiva induccién de profagos o fagos enddgenos de fase

lisogénica a litica, alta produccion de fagos dentro de los hospederos, bajo
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decaimiento viral y altas tasas de infeccion (Wommack & Colwell, 2000; Weinbauer,
2004). De acuerdo a lo anterior los bacteridfagos podrian ser el principal factor de
deceso de bacterias, en ambientes eutréficos o bajo una atenuada limitacion por

recursos (Hewson, 2000).

Tabla 7. Valores comparativos de abundancias minimas, maximas y promedio de
virioplancton en sistemas costeros y oceanicos. (-) No especificado.

Abundancia de virioplancton
(PSV.mL™)

Lugar Referencia
Promedio Minimo  Maximo

4.8 x10° - - Oeste del Mar Caribe Proctor & Fuhrman (1990)

- 15x10°  1.5x10 Pacifico °”e”ta\'N(§vr§)°er° RV Moana Culley & Welschmeyer (2002)

- 6x10° 3.4 x10 Bahia Tampa- Estuario (USA) Paul et al. (1991)
1.8 x10° - - Mar Alboran (Mediterraneo) Alonso et al. (2001)

- 14x10°  4.7x10* Golfo de México (Oceanica >100m)

Ay " _ Boehme et al. (1993)
) 3.8x10° 8.5 x10° Golfo de México (Superﬁmal Costa
Océano

- 3.0 x10° 7.9x10’ Costa Golfo de México (Texas, USA) Weinbauer & Suttle (1997)

- 4.0x10°  1.9x10° Pacifico Subtropical Noroeste Hara et al. (1996)

- 1.4x10°  4.0x10 Costa de Japén Hara et al. (1991)

- 2.7x10°  1.1x10° Costa de Florida (USA) Jiang & Paul (1996)

) 14x10” 21 %108 Estuario Charente _Costa Atlantica Auguet et al. (2005)

(Francia)

- 1.5 x10° 1.6 x10” Corriente de Humboldt (Chile) Chiang & Quifiones (2007)
1.5 x10® - - Bahia Sta. Mdnica (California, USA) Noble & Fuhrman (1997)
2.5 x10° 2.6 x10° 1.4 x10’ Bahia Chesapeake (USA) Wommack et al. (1992)
1.9 x10’ 34x10°  4.6x10° Estuario de Changjiang (China) Pan et al. (2007)

- 2.4 x10 2.5x10° Estuario Ria de Aveiro (Portugal) Almeida et al. (2001b)

- 3.9 x10’ 2.9x10°  Rio Brisbane -Bahia Moreton (Australia) Hewson (2000)
7.3 x107 2.0x10’ 1.5 x10° Estero El Tortugdén

; . s Este trabajo (2009)

6.8 x10 3.1 x10 1.6 x10 Boca Macapule

Bratbak & Heldal (1995), han hipotetizado que el cociente RVB puede ser
también interpretado como un indicador de diversidad bacteriana. Generalmente, la

especificidad de los fagos hacia su hospedero presume que un mayor control viral
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ocurre sobre las poblaciones dominantes (ver referencias en Weinbauer, 2004). Al
respecto, Thingstad et al. (2008), agrega que poblaciones bacterianas especialistas
de rapido crecimiento pueden ser fuertemente controladas por lisis viral, como
consecuencia de su alta afinidad por nutrientes acoplada a un elevado coeficiente de
adsorcion de bacteriéfagos. En Macapule, no hay indicios para corroborar la
suposicion acerca “Killing the winner”, que quiere decir mayor control sobre la
poblacion de rapido crecimiento (Thingstad & Lignell, 1997), ya que la composicion
taxonémica de virus y bacterias no puede ser determinada con las técnicas
empleadas. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que maximas densidades
virales fueron resultaron del control no solo de la abundancia, sino también de la
diversidad de algunas poblaciones de BP fisiologicamente activas que posiblemente
presentaron la mayor contribucion a la produccién y/o a la abundancia total como ha

sido observado en otros estudios (Hennes et al., 1995; Thingstad 2000b).

La dinamica del RVB fue contrastante con la registrada en un estuario
subtropical en Florida (Cochran & Paul, 1998), donde altos cocientes ocurrieron con
la temporada calida del afo. Segun este estudio, valores altos de temperatura del
agua (> 13 °C) o la dependencia de alguna otra variable por ésta, favorecio la
induccion de profagos a fase litica promoviendo la liberacién de virus al medio. En
Macapule, este mismo proceso estuvo quizas favorecido principalmente por el
incremento en la actividad de sus hospederos, influenciados por la disponibilidad de
nutrientes y sustratos durante la fase fria del afno, mas que por una respuesta al
incremento en la temperatura del agua; no obstante, los valores promedio mensuales

de esta ultima variable fueron consistentemente mayores a 16 °C en esta temporada.

Por otro lado, Cochran & Paul (1998), sugieren que no se debe descartar la
posibilidad de que altas densidades virales como las observadas en Macapule y en
ambientes estuarinos impactados son el resultado de una induccion al ciclo litico por
causas antropogénicas. A menudo estos sistemas costeros son afectados por
vertimientos de algunos contaminantes, como hidrocarburos aromaticos (naftaleno,
fenantreno y pireno) que actualmente se sabe que estimulan la produccidon de

profagos en poblaciones naturales de bacterias. A pesar de ello, en este trabajo no
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se exploré la relacion de la abundancia de PSV con fuentes puntuales de
hidrocarburos y su aporte a la laguna; no obstante, muchas de estas sustancias se
cree que podrian llegar al sistema a través de los drenes municipales y/o lavados de
suelos. Asi mismo, durante los meses mas calidos nuestros resultados revelaron
bajo control viral sobre bacterias. Esto quizas se deba a una disminucion en la
actividad fisiolégica de los hospederos, o tal vez una mayor influencia de otros
factores de control sobre los demas componentes microbianos, incluso sobre los
mismos virus (Gonzalez & Suttle, 1993; Manage et al., 2002), tales como la

depredacion y/o la disponibilidad de sustratos.

Con respecto a los virus diferentes de bacteriéfagos, su contribucién podria
haber sido significativa en especial durante algunas proliferaciones de varios grupos
fitoplanctonicos a lo largo del ciclo de muestreo. Algunos estudios por ejemplo han
revelado que las cianobacterias cocoides que integran al PA son controladas
eficientemente por cianéfagos que llegan alcanzar densidades considerables de
hasta 10° PSV-mL™" en la columna (Mann, 2002). De acuerdo a las observaciones de
Suttle et al. (1990), las abundancias virales de patdgenos de fitoplancton eucariota
son relativamente menores (<5.0 x10° PSV-mL™") y su contribucion es despreciable al
total de PSV. Sin embargo, recientes estudios contradicen estas suposiciones. Varios
tipos de virus se han detectado infectando diversas especies de diatomeas,
dinoflagelados rafidofitas, clorofitas y primnesiofitas, entre otros grupos. Muchos de
los esfuerzos sobre el estudio de estos agentes a girado en torno al aislamiento y
caracterizacion de estos virus y algunos pocos acerca de su control sobre la
dinamica de poblaciones fitoplancténicas, en especial aquellas formadoras de
proliferaciones (ver referencias en Nagasaki, 2008). En la actualidad es escasa la
informacion sobre conteos de patdgenos virales para grupos fitoplanctonicos
especificos en la columna de agua. Sin embargo, algunos trabajos experimentales
han indagado cuan abundantes pueden llegar ser estos patéogenos a través del
numero de particulas virales contabilizadas dentro de hospedero y en el momento de
ser liberadas por la lisis celular. Un ejemplo de esto han sido las densidades

observadas por microscopia electrénica de transmision de alrededor de 104 y 105
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PSVecélula-1 en poblaciones de Chaetoceros tenuissimus (Shirai et al., 2008) y

Heterosigma akashiwo (Laurence et al., 2001).

La mayoria de los virus reconocidos para eucariotas se encuentran infectando
dinoflagelados y diatomeas. Dentro de este ultimo grupo la mayor cantidad de
reportes de infecciones virales corresponden a varias especies del género
Chaetoceros y en menor proporcion a Rhizosolenia (ver referencias en Nagasaki,
2008). Proliferaciones de estos organismos en Macapule, como se mencioné
anteriormente, fueron encontradas un mes antes de los maximos registros de PSV

en la columna de agua.

Un hecho particular en la Laguna de Macapule fueron las proliferaciones de
pequefnas diatomeas (<20 pm) del género Chaetoceros y el nanoflagelado
Heterosigma sp en la boca y en el estero, respectivamente. Ambos eventos al
parecer tuvieron relacion con algunas disminuciones en la concentraciéon de NID,
especialmente de NH,;* e importantes cambios en la estructura microbiana y micro-
zooplanctoénica. Varios reportes realizados al norte de Bahia de Hiroshima (mar de
Japon) han detectado que las proliferaciones de Heterosigma akashiwo son
recurrentes a principio del verano acompanadas de una disminucion en los nutrientes
inorganicos (junio-julio) (ver referencias en Kamiyama et al., 2000). De acuerdo a
Yamochi (1989), condiciones de temperatura similares a las reportadas para
Macapule en marzo (19 - 21 °C) favorecen el desarrollo de quistes procedentes del

sedimento.

Durante el decaimiento de la proliferacién de Heterosigma detectada en el mar
de Japon, asi como en el muestreo de marzo en el estero El Tortugén, se reportaron
maximos incrementos en la abundancia de bacterias y CH (aloricados), lo cual es
congruente con el aporte de materia organica disuelta y el incremento de presas,
respectivamente. Segun Kamiyama et al. (2000) y otros estudios referenciados
dentro de su trabajo, estos eventos particulares de especies potencialmente nocivas
modifican drasticamente la estructura trofica microbiana e incrementan

temporalmente el flujo de materia y energia desde el BP a pequefios pastoreadores.
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Aparentemente, el deceso de Ila proliferacion de Heterosigma sp y
Chaetoceros sp no parecio estar determinado por la moderada disminucién en la
concentraciones de nutrientes inorganicos, ni el aumento en la presion por pastoreo.
Algunos trabajos por ejemplo (Nagasaki et al., 1994; Lawrence & Chan, 2001,
Nagasaki, 2008) indican que el control viral es posiblemente una de las explicaciones
mas acertadas al respecto. En algunos trabajos se han apreciado incrementos en la
densidad de PSV, asi como la coexistencia de varios clones virales especificos para
Heterosigma akashiwo y Chaetoceros sp. en sus respectivas proliferaciones (Tomaru
et al., 2004; ver referencias en Nagasaki, 2008). Estas observaciones sugieren que
una buena porcion de la abundancia viral en marzo podrian ser el resultado de un
fuerte control y produccion viral lisis a consta de estas poblaciones bajo atenuadas
condiciones limitantes por nutrientes. Asi mismo, la presencia de estos géneros es
coherente con el registro no solo de altas densidades virales sino también de la

presencia de varios virus infectando un mismo tipo de hospedero (Nagasaki, 2008).

VIII.2.3.2 Depredacién de componentes procariotas (BP y PA) por NZ

Gran cantidad de trabajos experimentales en sistemas de cultivo y ambientes
costeros, oceanicos y polares, entre muchos otros sistemas naturales, han revelado
que el primer nivel de pastoreadores de la fraccion picoplanctonica esta integrado
principalmente por células fagotréficas menores a los 5 pm (ver referencias en Strom,
2000, Guillou et al., 2001). De igual manera que los grupos planctonicos anteriores,
el BP y el NZ presentaron altas abundancias comparables con las reportadas para
sistemas meso-eutréficos de zonas costeras (Tablas 8 y 9). Sin embargo, este
componente integrado principalmente por nanoflagelados heterotréficos, presentd
una dinamica estacional opuesta a la observada en sistemas marinos y continentales
de latitudes altas, en donde las mayores densidades suelen presentarse a finales de
primavera y verano en respuesta al incremento en la disponibilidad de presas del
picoplancton (e.g. Davis et al., 1985; Tanaka et al.,, 1997; Kalinowska, 2004;
Sestanovié et al., 2004). A diferencia de algunos trabajos en ambientes costero

eutrofizados de latitudes templadas (e.g. Andersen & Sgrensen, 1986; Iwamoto et al.,

-119 -



1994; Tanaka et al., 1997), la Laguna de Macapule no presenté acoplamientos entre
BP y NZ, lo cual sugiere otros componentes como CH y/u organismos mixotroficos
fagotroficos del NF podrian estar llevando a cabo este control. Sin embargo, fuertes
incrementos de BP estimulados por el régimen bimodal de produccién del sistema,
indican que estas fluctuaciones depredador-presa podrian encontrarse
temporalmente desfasadas. Lo anterior fue consistente con la ausencia de

correlaciones significativas entre ambas abundancias (Spearman; p> 0.05).

Tabla 8. Valores comparativos de abundancias minimas, maximas y promedio de
bacterioplancton en sistemas costeros y oceanicos. (-) No especificado.

Abundancia de Bacterioplancton

. -1
(Cél.mL™) Lugar Referencia
Promedio Minimo Maximo
26x10°  5.0x10° 5.5 x10* Golfo de México (Oceanica 120- Boehme et al. (1993)
2500m)

- 8.0 x10* 9.0 x10° Pacifico oriental (Oceanica.) Culley & Welschmeyer (2002)

- 9.0 x10* 5.0 x10° Mar de Ross (Antartico) Ducklow et al. (1999)

- 5.0 x10° 4.0 x10° Mar Baltico (Suecia) Riemann et al. (2008)
2.5x10° - - Golfo de México (Superficial oceanica) Boehme et al. (1993)
5.7 x10° } } Golfo de MeX|Oco’(Superf|C|aI Costa- Boshme et al. (1993)

céano.)

- 9.9 x10° 3.4 x10’ Mar de Beaufort ( Artico -Canada) Clasen et al. 2009

- 5.2 x10° 8.8 x10° Mar Rojo (G. de Aden, Yemen) Weisse (1989)

- 8.3 x10° 3.1x10° Costa de California (USA) Noble & Furhman (2000)

) 1.0 x10* 17 x10” Costa Pacifica (Columbla Britanica y Clasen et al. 2008

Canada)

- 2 x10° 9.0 x10° Bahia Santa Ménica (California, USA) Fuhrman & Noble (1995)
4.4 x10° - - Estuario (Bahia de Tampa, USA) Cochran & Paul (1998)

- 5.0 x10° 2.3x10° Laguna Cananeia-lguape (Brasil) Barrera-Alba et al. (2008)
6.2 x10° 2.8 x10° 5.6 x107 Golfo de México (Estuario) Boehme et al. (1993)
1.0 x10° 4.1 x10° 2.5x10° Estuario de Changjiang (China) Pan et al. (2007)

2.8 x10° 1.5 x10’ Bahia de Biscay (Surgencia) Barquero et al. (1998)

- 1.9 x10° 1.1 x107 Estuario Ria de Aveiro (Portugal) Almeida et al. (2001b)

- 1.8x10° 1.5 x10’ Bahia Pensacola (Florida, USA) Murrel (2003)

Rio Brisbane- Bahia Moreton

- 3.0 x10’ 1.0 x108 Hewson (2000)

(Australia)
- 2.5x105 1.4 x107 Bahia Chesapeake (USA) Wommack et al. (1992)
8.8 x10° 3.9 x10° 1.6 x10" Estero El Tortugén
5 5 . Este trabajo (2009)
8.2 x10 3.8x10 1.5x10 Boca Macapule
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Tabla 9. Valores comparativos de abundancias minimas, maximas y promedio de
nanozooplancton en sistemas costeros y oceanicos. (-) No especificado.

Abundancia de nanozooplancton
(Cél.mL-1) Lugar Fluorocromo Referencia

Promedio Minimo Maximo

3 Mar Mediterraneo (0-2000m Tanaka &
) L 1.2x10 prof.) DAPI Rassoulzadegan (2002)
- 19x102 75x10?  BahiaFranklin (Antartico DAP| Vaqué et al. (2008)
Oeste)
} 2 3 Naranja Nielsen & Richardson
1.0 x10 6.6 x10 Mar del Norte acridina (1989)
- 7.0x10" 34x10° Zona °°ea”g§”f;“rge”°'a de DAPI Cuevas et al. (2004)
- 6.0x10> 1.2 x10°  Golfo de Aden (Mar Rojo) DAPI Weisse (1988)
30x10"  66x10°  DahiaOnagawa (Costa de DAPI Tanaka et al. (1997)
Japon)
- 4.0 x10? 9.0 x10° Estuario Delaware (USA) Primulina Coffin & Sharp (1987)
. 70x10°  28x1gt Salinasde Seoshin (Costade  pp, Park et al. (200)
orea)
1 3 Plataforma continental
- 2.0x10 5.7 x10 (Surgencia de Chile) DAPI Cuevas et al. (2004)
3 ) } Vineyard Sound
1.8x10 (Massachusetts ) N
Primulina Caron (1983)
25x10° ) ) Puerto Hole (Massachusetts,
) USA)
- 3.0x10> 1.7x10° Costa Noreste (Taiwan) DAPI Tsai et al. (2005)
3 Costa Sta. Ménica .
6.1 x10 - - (California, USA) Proflavine Fuhrman & Noble (1995)
- 3.0 x10° 4.5 x10° Bahia Masan (Korea) Primulina Choi et al. (2003)
} 2 4 Costa de Limfjord Naranja Andersen & Sorensen
5.0x10%  1.5x10 (Dinamarca) acridina (1986)
2 3 . . McManus & Furhman
- 4.7 x10 4.36x10 Bahia Chesapeake (USA) Proflavine (1988)
1.77x10°  3.04x10°  6.7x10° Estero El Tortugon
s ) 5 Primulina Este trabajo (2009)
1.06x10 3.64x10 4.2x10 Boca Macapule

Los valores de los cocientes RBNz fueron durante la mayor parte de los meses
en Macapule relativamente mas altos al valor generalizado de 103:1 para ambientes
acuaticos, tanto marinos como continentales (Fenchel, 1986). Este valor ha sido
usado como indicador de la presion por pastoreo, sin embargo, ha tenido diferentes
connotaciones de acuerdo al estatus trofico de cada sistema (Sanders et al., 1992).

En ambientes oligotroficos, por ejemplo, estas proporciones pueden llegar a ser

-121 -



menores, por un fuerte consumo de BP y/o déficit de sustratos limitantes de su
crecimiento. En la Laguna de Macapule y otros ambientes eutréficos, en cambio,
cocientes superiores a 103:1 suelen reportarse cuando el control por bacteriovoria
llega a ser menos intenso o temporalmente desacoplado con la produccién del BP.
(ver referencias en Sanders et al., 1992). Los rangos de variacion del RBNz en
Macapule son similares a los observados por Iwamoto et al. (1994) en un ambiente
costero en la bahia de Hiroshima, sin embargo, su patron estacional es inverso. Esta
tendencia a diferencia de la observada en Macapule, aparentemente responde a un

incremento en la densidad y el control por pastoreo del NZ en verano.

La correlaciéon entre PA y NZ, mostré una correspondencia negativa en el
estero (Spearman= -0.60; p< 0.05) asi como en el sistema lagunar (Spearman= -
0.34; p< 0.01), que fue también consistente con bajos numeros del cociente RPANZ
en meses frios y la condicidon opuesta en los meses calidos. Esto sugiere que una
reduccidn en la presion por pastoreo podria haber contribuido al incremento del PA a
finales de primavera en Macapule, aunado a la estimulacién de sus tasas de

crecimiento por aumento de la temperatura del agua y el pulso de FID.

La obtencion de altos valores de ambos cocientes en Macapule, coincide con
lo argumentado para sistemas productivos y enriquecidos, acerca de que la remocion
del NZ no llega a ser lo suficientemente importante para controlar la biomasa del BP,
debido a un incremento simultaneo en el pastoreo de bacteriévoros por parte del
componente microzooplancténico (Gasol & Vaque, 1993; Krstulovi¢ et al., 1997).

Esta posibilidad sera es explorada a continuacion.

VII.2.3.3 Control de componentes microbianos (>20 um) por microplancton
fagotrofico

Numerosos estudios de tipo ecolégico y fisiolégico indican que el
microzooplancton, como componente activo de las redes troficas microbianas, lleva

generalmente a cabo tres funciones principales en los sistemas acuaticos (ver
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referencias en Gomez-Teixeira, 2009). La primera, esta relacionada con su
capacidad para consumir y modelar la produccién de las diferentes fracciones
microbianas (femto, pico, nano y ocasionalmente microplancton) (e.g. Gonzalez &
Suttle, 1993; ver referencias en Sherr & Sherr, 2002). La segunda, tiene que ver con
su participacion en la transferencia de materia y energia del compartimiento
microbiano a las redes troficas herbivoras (ver referencias en Sherr & Sherr, 2002;
Calbet & Saiz, 2005); y la tercera, esta asociada a la regeneracion de nutrientes
inorganicos y la produccion de sustratos organicos (e.g. Andersen et al., 1986;
Goldman et al., 1985; Dolan, 1997; L'Helguen et al., 2005) derivados de procesos

metabdlicos (digestion y excrecion).

En el presente apartado, tendremos en cuenta Unicamente al
microzooplancton, asi como a algunos mixotrofos fagotréficos como factores de
control por depredacién (Top down) de la abundancia de los componentes
microbianos evaluados. Durante las observaciones en los conteos se detectd que el
principal componente microzooplanctonico estuvo compuesto principalmente por
ciliados y tintinidos, ambos pertenecientes al grupo Ciliophora, y como componente
menor a algunos estadios tempranos de microcrustaceos y rotiferos. Ambos sitios de
muestreo registraron patrones temporales mas o menos similares para la densidad
de CH (t-test= 0.93; p> 0.05) y MZ (t-test= 0.35; p> 0.05). Asi mismo, sus mayores
incrementos (primavera y verano-otofio) fueron consistentes con el ciclo bimodal de
produccion de autétrofos de la laguna. Esta tendencia general fue congruente con la
dinamica reportada para el Golfo de Maine (Atlantico) (Montagnes et al., 1988), el
Mar interior de Japon (Kamiyama, 1994) y la region sub-artica del Mar Baltico (ver
referencias en Minorova, 2009). No obstante, es importante sehalar que se
detectaron diferencias en la composicién taxondémica del CH entre ambas
estaciones. Aparentemente, la boca Macapule mostré una mayor proporcion de
tintinidos, mientras pequenos ciliados desnudos dominaron en el estero El Tortugon.
Esto evidentemente tuvo incidencia sobre la presion por depredacion en ciertos
grupos microbianos. Los cocientes calculados a partir de microorganismos:CH

indican mayor control por CH en primavera en la estacién de la boca, y en verano-
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otofio en el estero. En esta ultima estacién, sin embargo, el cociente RPACy fue
particularmente fluctuante durante todo el ciclo anual. La presencia de altas
proporciones de tintinidos en la boca sugiere que una mayor depredacién sobre el
microfitoplancton ya que estos organismos han sido frecuentemente relacionados a
un mayor control sobre presas tan grandes como el 25 al 50 % del diametro oral de
la I6rica (Heinbokel, 1978; Dolan et al., 2002). Esto posiblemente corrobora parte de
las diferencias espaciales detectadas de los grupos fitoplancténicos a los que su

pastoreo podria estar dirigido dentro de Laguna de Macapule.

Dolan (1991) detecté que la remocion por parte de estadios larvales post-
larvales de Acartia tonsa (Nauplio) sobre ciliados microzooplancténicos suele ser
mayor durante el verano en aguas mesohalinas de la Bahia de Chesapeake. De
acuerdo a sus estimaciones, propuso que el consumo de copépodos podria
influenciar negativamente el pastoreo de ciliados y flagelados sobre fracciones
menores. Esto posiblemente tuvo relacion con lo observado en Macapule, en donde
a pesar de que se registrd un notable incremento en la densidad de
microzooplancton en los meses calidos, su pastoreo quizas no balanced

eficientemente la producciéon de PA especialmente en el estero.

Los valores de abundancia y las interacciones entre los diferentes
componentes microbianos, microfitoplancton y microzooplancton indican que este
sistema lagunar presenta una trama tréfica dinamica y compleja. Esto quizas es
resultado del enriquecimiento causado principalmente por la intensa actividad
agricola de la regién y por la rapida respuesta de estos elementos biolégicos frente a
pulsos o ingresos continuos de nutrientes. Es evidente que a consecuencia del
proceso de eutrofizacion antropogénica se ha reportado un desbalance en la
distribucion de biomasa en los grupos de productores primarios (fitobentos,
fitoplancton, macrofitas, macroalgas, etc.) lo cual podria tener repercusiones
importantes en los flujos de Carbono hacia los compartimientos heterotroficos y en la
estructura de las comunidades del plancton, necton y el bentos. La intensidad de las
interacciones observadas entre los elementos bioldgicos evaluados fluctua

estacionalmente acorde al ciclo de produccion general del sistema, asi como la
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importancia relativa de las redes troficas microbianas sobre las redes herbivoras o de
pastoreo. Todo parece indicar que la trama trofica en la Laguna de Macapule recicla
y reincorpora rapidamente los nutrientes. Esta condicion aparentemente retiene el
Carbono organico particulado en el ciclo microbiano limitando la transferencia y
produccion de los niveles troficos superiores. Hay algunos indicios para suponer que
esta afectacion es real; no obstante, poco se puede decir si aun no se documentado
acerca de los cambios a diferentes escalas temporales de la biomasa y la estructura

comunitaria del necton y el bentos.

VIII.3DETECCION DEL WSSV EN COMPONENTES PLANCTONICOS

Desde los 90°s el WSSV ha sido uno de los principales patdégenos causantes
de mortalidad de camardn en las granjas camaronicolas, tanto en el continente
asiatico (Inouye et al., 1994; Lightner, 2005), como en América (Jory & Dixon, 1999;
Lightner & Pantoja, 2001). Hasta la fecha el ciclo de este agente viral es poco
comprendido, asi como su dinamica estacional, los mecanismos de transporte y
entrada a los sistemas de cultivo y los factores ambientales que podrian estar
afectando su persistencia en los sistemas acuaticos naturales y estanques de cultivo
(referencias en Maldonado et al., 2004). Se presume que las vias de contagio mas
usuales son por contacto directo con organismos enfermos (Chou et al., 1998) e
ingestion de particulas u organismos asociados al virus (e.g. Vijayan et al., 2005); sin
embargo, no se descarta aun la posibilidad de transmision del WSSV por
transferencia vertical de progenitores a descendientes (Fegan et al., 1991) o por
contacto de la larva recién eclosionada con la envoltura del huevo asociada al virus
(Yan et al., 2004).

Estas caracteristicas han conducido al desarrollo imprescindible de técnicas
sensibles para la deteccion temprana del WSSV, con el propdsito de ejecutar
decisiones adecuadas para la prevencion de su propagacion y contagio en sistemas

de cultivo. En la actualidad son diversas las pruebas empleadas para la deteccion del
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WSSV, sin embargo, todas ellas estan aplicadas principalmente al diagndstico en
tejidos de camarodn. Los ensayos recurridos con frecuencia son de caracter histo-
quimico y molecular. Dentro de estas ultimas el dot-blot, las pruebas de hibridacion y
la PCR son quizas las mas representativas (ver referencias en Durand & Lightner,
2002). Algunas variantes de la PCR, como por ejemplo las PCR competitivas (Tang
& Lightner, 2000) y en tiempo real (PCR-TR) (Durand & Lightner, 2002; Durand et al.,
2003) son capaces de cuantificar o estimar el grado de infeccidbn en la muestra
relativo al ADN total y/o al peso del tejido analizado. La importancia de conocer la
carga viral ha permitido esclarecer un poco sobre el desarrollo y la transmision de la
enfermedad en los sistemas de cultivo; asi mismo, ha contribuido a la toma

adecuada de decisiones para prevenir grandes mortalidades de animales.

En la actualidad, pocos estudios han dirigido el empleo de estas técnicas de
deteccion a otros escenarios diferentes al tejido del camardn. Esto definitivamente ha
limitado la compresion de factores de control y posibles vias de contagio a través de
elementos del sedimento y la columna de agua. En este trabajo se emple6 la PCR
anidada, un método sensible, aplicado para detectar al WSSV en muestras de agua
fraccionadas procedentes de ambientes naturales y sistemas de cultivo de camaron.
Asi mismo, algunos de estos resultados fueron contrastados con los obtenidos por
otros tipos PCR. También se discute la estandarizacion del método de recuento
directo por microscopia de epifluorescencia a partir de concentrados virales

obtenidos de tejido de camarones enfermos y algunas muestras de agua de campo.

VIIL3.1 Deteccion por PCR

De igual manera a como se comenta en el trabajo realizado por Ramirez
(2006), uno de los problemas mas importantes a resolver para la deteccion del
WSSV en muestras naturales, fue la optimizacion del protocolo de extraccién de ADN
en organismos debido a la considerable dispersion de la biomasa de los
microorganismos en la muestra de agua. En este caso en particular se trato de

colectar volumenes de muestras de agua entre los 0.2 - 1.0 L que fueron
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concentrados por fraccionamiento en diferentes tipos de membranas por filtracion;
una vez alli, cada fraccion fue facilmente manipulada para su extraccion. No
obstante, poca certeza se tiene acerca de la integridad del ADN en las muestras,
excepto tal vez por la amplificacion de la mayoria de las muestras con
oligonucledtidos universales para el ARN ribosomal 16S de procariotas, en especial

de la fraccion del picoplancton al cual la mayoria de estas pertenece.

VIIL3.1.1 Comparacién entre los métodos de deteccidon por PCR

En su gran mayoria las muestras de agua analizadas por PCR anidada segun
la técnica propuesta por Kimura et al. (1996) no detectaron la presencia de WSSV,
excepto en junio de 2007 para en las fracciones > 1.2 ym del estanque tipo. Analisis
posteriores con esta y otras dos técnica de deteccién, sin embargo, revelaron
resultados contrastantes en un extracto del 2008 y las dos fracciones detectadas
previamente como positivas del evento infeccioso de junio de 2007. Dentro del
mismo método de reconocimiento por PCR anidada, estas disimilitudes radicaron
principalmente en las detecciones negativa y positiva de las muestras del estanque
de la fraccion del microplancton en junio de 2007 y del nanoplancton en julio de
2008, respectivamente. Las inconsistencias observadas alli son posiblemente el
resultado de factores asociados al rendimiento de la reaccidon, como por ejemplo la
calidad de los reactivos, baja o alta proporcién de inhibidores en la muestra, o errores

de manipulacion en la preparacion de la mezcla de reaccion.

Los analisis destinados a la comparacion entre técnicas en algunos extractos
de muestras de agua de la laguna y tejidos de camarones infectados, revelaron
también eventuales diferencias. A pesar de que los resultados positivos por PCR
semi-cuantitativa indicaron un nivel moderado de infeccion en los extractos de la
muestra de agua, este al parece ser no fue lo suficientemente alto para ser
detectable en una de las fracciones positivas de junio de 2007 (microplancton) por
PCR en tiempo real. Esta incoherencia entre los métodos de reconocimiento de ADN

del WSSV podria responder quizas a diferencias en la sensibilidad inherente a cada
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técnica de PCR (minimo de moldes de ADN requerido para la amplificacién) y a la

aplicacion de distintos protocolos de extraccion.

Segun el método propuesto por Durand & Lightner (2002) para reconocimiento
de WSSV por PCR en tiempo real (secuencia del GenBank U50923 acopladas a
pruebas TagMan), el limite de deteccion descrito alli (4 copias'ng” de ADN) fue
similar al rango de 2-20 copias de ADN molde por reaccién (1-10 copias-uL™ en el
extracto) reportado para las otras dos técnicas de PCR efectuadas en este trabajo
(Manual instructivo del kit 1Qz000™). Esto sugiere que la cantidad de ADN existente
en los extractos de las muestras positivas no deberia ser un impedimento para su
reconocimiento por IQgreaL. Sin embargo, en otro trabajo comparativo en Tailandia
(Sritunyalucksana et al., 2006) los limites de deteccion determinados alli fueron en
algunos casos menos sensibles que el estudio anterior con valores de 5, 50, 1000 y
entre 100-1000 copias de ADN molde por reaccién para PCR en tiempo real
(pruebas Tagman), PCR anidada por Qo0 WSSV), PCR punto final (kit SEMBV,
National Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Thailand) y por dos
métodos de PCR anidada en dos pasos (segun Kimura et al., 1996 y una
modificacion de Lo et al., 1996), respectivamente. Los anteriores reportes indican
que la sensibilidad de diferentes protocolos de reconocimiento por PCR en tiempo
real puede fluctuar con respecto a la descrita para las técnicas de PCR anidada
usadas en este trabajo (IQ2000 Y la anidada en dos pasos segun Kimura et al., 1996).
Esta condicion al parecer podria estar relacionada al disefio de oligonucledétidos y la

variabilidad geografica de las secuencias reportadas para el WSSV.

En el estudio de Sritunyalucksana et al. (2006), 12 juegos de muestras de
ADN previamente confirmados fueron contrastados con diferentes laboratorios
publicos encontrando una especificidad (falsos positivos) y sensibilidad (falsos
negativos) de 100 % y 93.7 %, respectivamente; aunque éstos ultimos datos
procedieron de extractos con infecciones ligeras. Estas detecciones negativas al
igual que la situacién presentada en las muestras de Macapule y la granja

camaronicola, podrian ser principalmente atribuidas a una alta dilucion del templado
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y por ende una baja probabilidad de obtener una reaccion positiva, a pesar de que

los extractos puedan proceder de material confirmado para WSSV.

La hipétesis acerca de una menor eficiencia en alguno de los métodos de
extraccion de ADN, aplica quizas a los extractos de tejido de camarén, mas no a las
muestras de agua donde se empled un unico protocolo (DNAzol). Con respecto a lo
anterior, en este trabajo no se realizaron pruebas suficientes para corroborar
diferencias en la eficiencia de los protocolos de extraccion. Sin embargo, sélo uno de
las extracciones de tejido por el protocolo de 1Qo fue indetectable por PCR
cuantitativo en correspondencia con los menores niveles de carga viral (infeccion

ligera) segun el método semi-cuantitativo.

Como se menciond anteriormente, esta discrepancia entre los métodos usados
podria estar también relacionada con la especificidad de los oligonucledtidos
aplicados por cada técnica frente a posibles variaciones en los sitios de alineacion al
ADN molde del WSSV durante la amplificacién. Con respecto a lo anterior, diversos
trabajos han confirmado dentro del genoma del virus la presencia de variaciones en
el numero de secuencias repetitivas de ADN en tandem (Minisatélites) dentro de los
marcos de lectura abierta (ORF por sus siglas en inglés) (van Hulten et al., 2003;
Galaviz-Silva et al., 2009). Con respecto a estas diferencias, Wongteerasupaya et al.
(2003) identificé 12 genotipos virales con 2 — 20 unidades de repeticion en el ORF
94, en un total de 65 animales examinados procedentes de 55 estanques a lo largo
de cinco provincias distribuidas en la costa este, oeste y central de Tailandia.
Recientemente, Praadep et al. (2008) en secuencias virales de China, Tailandia y
Taiwan reporté para este mismo marco de lectura abierta y el ORF 75 y ORF 125
alrededor de 13, 11 y 6 genotipos, respectivamente, con patrones de repeticion

variando entre 2 y 17 unidades.

Por medio de estos resultados sobre la variabilidad genética de los ORF, se
ha llegado a la descripcion de cepas virales, las cuales a menudo han sido asociadas
a diferentes grado de virulencia (Praadep et al., 2000). Lo anterior sugiere la

posibilidad de que la muestras analizadas para Macapule y el sistema camaronicola
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pudieran albergar una 0 mas cepas virales cuya variabilidad genética limita la

probabilidad de alineacion de los oligonucledétidos y por tanto su deteccion por PCR.

Resultados contrastantes con el manejo de diferentes oligonucleétidos han
sido también documentados por Park et al. (1998), en analisis con PCR punto final
de extractos de camarones moribundos de una granja en la costa oeste de Corea. En
este trabajo se emplearon dos juegos de oligonucleo6tidos previamente corroborados
por la literatura para brotes en Taiwan (Lo et al., 1996) y Japon (Takahashi et al.,
1996), registrandose amplificacién de productos y con un 100 % de homologia
unicamente con los de este ultimo sitio. Con respecto a este mismo trabajo, Shariff et
al. (2000) comentan la posibilidad de que esta inconsistencia sea a causa de
mutaciones del genoma del WSSV que a su vez han favorecido la presencia de

cepas con diferente virulencia.

VIINL3.2 Posibles relaciones del WSSV con fracciones plancténicas

Algunos estudios proponen que el medio acuatico constituye uno de los
vehiculos de transmisién con mayor carga viral en los estanques de cultivo (Chou et
al., 1998; Wu et al., 2001). Esto es coherente con previas detecciones positivas del
virus en varios grupos del mesozooplancton en el complejo lagunar San Ignacio-
Navachiste-Macapule y en estanques de cultivo de estas mismas zonas (Ramirez-
Douriet, 2005). En este trabajo, resultados similares fueron observados en algunas
fracciones plancténicas menores (2.0 - 20 ym y 20 - 200 uym) unicamente en
muestras de un estanque de camardn. Esto ultimo sugiere que organismos no
relacionados con el desarrollo de la infeccion podrian estar también vinculados con la
transmision y el transporte del WSSV desde los sistemas naturales a los estanques
de cultivo y/o viceversa. Sin embargo, la confirmacién sobre un posible acceso del
virus a través de la captacién de agua y la conexién entre ambos sistemas acuaticos
no pudo ser determinada debido a la ausencia de deteccidn positiva en las muestras

de la Laguna de Macapule.
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Otros estudios en contraste han encontrado experimentalmente que
organismos que coinciden con las tallas reportadas como positivas en el presente
trabajo, poseen la capacidad de transportar e infectar al camarén con el virus. Zhang
et al. (2006) y Liu et al. (2007) muestran evidencias de que poblaciones de
microalgas pueden ser portadores del virus por una ruta de adhesion virus-
fitoplancton e incluso mantener su viabilidad por varios dias, aun sin contacto con
hospederos (Liu et al., 2007). Con base en detecciones en otros grupos del
microzooplancton, Yan et al. (2004) han encontrado indicios sobre la posibilidad de
que algunas poblaciones rotiferos junto con sus huevos sean los principales
reservorios del WSSV en condiciones invernales dentro de estanques de cultivo.
Respecto a lo anterior, un estudio mas reciente identificé con pruebas in vitro la union
del WSSV a membranas de Brachionus urceus, proponiendo la presencia de
receptores proteicos para este virus como prueba de que los rotiferos pertenecen a

los hospederos de este virus (Yan et al., 2007).

La incidencia del WSSV y su asociacion con ciertas fracciones del plancton en
estos sistemas de cultivo se debe quizas a un mayor confinamiento de los animales,
asi como a un incremento en la probabilidad de encuentro entre animales, elementos
portadores y/o particulas virales libres. De esta manera, la superioridad numérica de
los componentes microbianos en el estanque y el reservorio con respecto a la laguna
(Anexo 5), sugieren que estos microorganismos por su tamafo y nivel tréfico podrian
ser elemento de transporte importante dentro de los estanques y una ruta de entrada
al interior de post-larvas y camarones adultos, respectivamente. En general esta
condicion, se ve favorecida por la intensa fertilizacion y productividad del sistema de

cultivo, asi como una baja tasa de recambio de agua.

En el caso particular de la dinamica del picoplancton total (PT) (equivalente a
BP + PA) y PSV, no se registraron correspondencias entre las tendencias temporales
del ambiente lagunar y el sistema de cultivo (Spearman; p> 0.05). Sin embrago, en
algunos casos no se encontraron diferencias significativas entre las densidades de
ambos sitios de la granja y el estero, y entre esta ultima estaciéon y el estanque para

PT y femtoplancton, respectivamente (Wilcoxon; p> 0.05). A pesar de esta ligera
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correspondencia entre ambos ambientes, estas dos ultimas fracciones nunca
registraron deteccién del WSSV. En coherencia con lo anterior, no se encontrd
evidencia por PCR anidada de que el WSSV pudiera prevalecer libremente en la
fraccidon del pico y femtoplancton, sin asociarse o ser transportado por organismos

mas grandes en la columna de agua.

De acuerdo a los reportes del comité CESASIN (2009), la enfermedad causada
por el WSSV en las granjas camaronicolas de Guasave fue declarada durante abril -
julio de 2007 y abril - agosto de 2008. Dentro estos periodos, las escasas
detecciones del virus en fracciones planctonicas coincidieron también con las
mayores incidencias mensuales de brotes del WSSV en ambos anos. Esto datos
sugiere que la deteccion quizas es posible bajo altas cargas virales y enfermedad en
los camarones. No obstante, la cantidad de muestra filtrada en las recolectas de
muestras fueron quizas suficientes para la concentracion y detectacién de particulas
virales en las diferentes fracciones, especialmente las mas pequefias (<1.2 um) en

donde las_. membranas se saturaron con volumenes menores.

De manera similar, resultados obtenidos de los analisis en concentrados por
ultra-filtracion de muestras de agua del estero, no registraron tampoco productos
positivos de amplificacion para WSSV en alguna de las fracciones plancténicas. Esto
sugiere que a pesar de los esfuerzos que se hicieron por concentrar, incluso en la
muestra inoculada con el virus (infeccion ligera), el numero de copias iniciales y/o
caracteristicas intrinsecas de la muestra de agua son factores importantes que
podrias estar determinando la deteccion por PCR. Sin embargo, en este trabajo
pruebas preliminares con oligonucleétidos universales para bacterias permitieron la
amplificaron para la mayoria de las muestras de campo, obteniéndose un producto
con el numero de bases esperado. Esto corroboré que el ADN extraido de estas,
presentaron la pureza, integridad y concentracion necesaria para la amplificacion por
PCR. Pese a lo anterior, la mayoria de las muestras no amplificaron con los
oligonucledtidos especificos para WSSV, posiblemente como consecuencia de la

baja proporcion del ADN viral frente al total de ADN extraido.
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No se descarta la posibilidad de que la ausencia de amplificaciéon en algunas
de los extractos sea el resultado de caracteristicas intrinsecas de la muestra de agua
retenidas en las membranas de filtracion. Con respecto a lo anterior, un estudio
realizado para deteccion de bacterias patégenas en un cuerpo de agua lético
(Delabre et al., 1998), encontraron deficiencias en la amplificacion de sus extractos
atribuido a la presencia de inhibidores de la PCR en las muestras. En este trabajo
argumentaron que este fendmeno suele ser comun y persistente en este tipo de
sistemas y por tal motivo es necesario el desarrollo de controles con el fin de

interpretar los resultados negativos.

En la actualidad se tiene documentado sobre gran cantidad de sustancias
causantes de problemas en la PCR tanto en muestras clinicas, como en aquellas
procedentes de medios cultivo, sedimentos, suelos, aguas residuales y ambientes
acuaticos (ver refrerencias en Wilson, 1997). Estas principalmente pueden interferir
en la extraccion de ADN, su degradacion o captura y la inhibicién de la actividad de
la polimerasa (Wilson, 1997). Algunos trabajos indican que la presencia de altas
concentraciones de compuestos fendlicos, metales pesados, sustancias celulares,
acidos humicos y urea suelen ser los agentes mas comunes y problematicos para la
deteccion por PCR en muestras ambientales (e.g. Saulnier & Andremont, 1992). En
la Laguna de Macapule, ninguno de estos compuestos anteriores con excepcion de
la urea fueron cuantificados, sin embargo, esta estuvo presente altas
concentraciones pudiendo contribuir junto con la baja densidad del WSSV a su

escasa deteccion en los extractos.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los componentes
microbianos son elementos importantes por su conspicuidad y alta densidad, asi
como por el papel que juegan en las redes troficas herbivoras y microbianas en en
ambientes naturales y sistemas de cultivo. Estas densidades son el reflejo
condiciones ambientales favorables representadas principalmente por el aporte de
nutrientes organicos e inorganicos, asi como otros de factores fisicos (luz,
temperatura, pH, etc). A pesar de lo anterior, las relaciones ecoldgicas entre estos

componentes podrian estar jugando un papel preponderante en la regulacién de las
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poblaciones y la transferencia de carbono entre los diferentes compartimientos
troficos. Dentro de estos componentes, llama la atencion que el componente viral es
quizas uno de los grupos de mayor abundancia, asi como el responsable de
morbilidad y mortalidad de un gran espectro o diversidad de potenciales hospederos.
El WSSV es quizas uno de los virus con mayores repercusiones econémicas en la
industria camaronicola de la region. En este trabajo se encontraron indiciés de que
su presencia podria estar asociada a fraciones del nano y microplancton donde el
componente autotrofico parece ser dominate, especialmente durante altos niveles de
eventos infecciosos. Por otro lado, la hipétesis acerca de la posibilidad de la
presencia del virus como particula libre formando parte del femtoplancton y/o
picoplancton no pudo ser confirmada, lo cual podria estar relacionado con
limitaciones en las técnicas de deteccion usadas y/o con bajas concentraciones del

virus en la muestra de agua.
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IX CONCLUSIONES

La Laguna de Macapule presenta una trama tréfica microbiana compleja y
bien establecida, aparentemente favorecida por el proceso de eutrofizacion y el
desbalance en los cocientes N:Si:P. Sus fluctuaciones estacionales fueron el
resultado de la variabilidad ambiental y las interacciones entre los diferentes
componentes planctonicos (competencia, control por lisis y depredacion, etc.). Este
primer factor incluye los aportes de nutrientes derivados de procesos fisicos
(surgencia y mezcla), del ciclo agricola de la region y del reciclaje de materia

organica en la columna de agua y sedimentos.

Basados en las respuestas de algunos componentes plancténicos frente a la
dinamica de las variables ambientales existen diferencias espaciales dentro de la
Laguna de Macapule. Estas al parecer estan relacionadas con las caracteristicas
geomorfoldgicas del sistema y la localizacion de los sitios de muestreo con respecto
a la influencia de las aguas del Golfo de California y el margen continental donde
ocurre la actividad agricola y acuacultural, asi como otros aportes derivados del ciclo

hidrolégico (escorrentia).

El PA y NF demostraron ser los componentes autotréficos dominantes
durante todo el ciclo estacional. Las abundancias de este primer componente
mostraron fuertes contrastes temporales que parecen estar controlados por la
temperatura, especialmente durante el periodo frio y por eventuales pulsos de PID y

el pastoreo por microzooplancton durante la temporada calida.

Los taxa presentes en Laguna de Macapule, contienen una importante
contribucion de organismos fitoplanctonicos con metabolismos mixétrofos y/o
capaces de explotar fuentes atmosféricas de Nitrégeno. Esto a su vez fortalece la
suposicion de que aportes eventuales de PID podrian estimular los niveles de
produccion fitoplanctonica de algunas poblaciones dentro de las fracciones pequenas
(e.g. PA).
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La incidencia de numerosas particulas virales, especialmente durante
proliferaciones fitoplanctonicas y de BP indican que su participacion es relevante en
el control de las fracciones plancténicas. Lo anterior, la presencia de importantes
relaciones entre las abundancias de los componentes microbianos vy
microzooplancton siguieren que gran parte del reservorio de materia organica es

probablemente retenido dentro de la red tréfica microbiana.
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X RECOMENDACIONES

Los resultados encontrados demuestran la necesidad de acceder a cuestiones
experimentales relacionadas con la medicién de tasas de captacion de nutrientes
(organicos e inorganicos) por parte de algunas fracciones plancténicas, impacto por
pastoreo y pérdidas por lisis viral. Por otra parte, es trascendental también resolver la
incégnita acerca de la procedencia de los aportes de nutrientes mediante el empleo
de técnicas isotopicas, asi como determinar su respectivo balance de las entradas y

salidas del sistema.

Es importante también ampliar el conocimiento acerca de la estructura y
variacion estacional de componentes microzooplancténicos, esto con el fin de
entender la participacion de ciertas poblaciones de ciliados y tintinidos en control de

las fracciones microbianas y su aportacion dentro de los flujos de Carbono.

La resolucién de todas estas inquietudes, sumado a lo que ya se conoce del
sistema lagunar contribuira en la creacion de un mejor modelo para la comprension
de los flujos de Carbono y nutrientes. Esto permitira hacer predicciones del efecto de
la produccién del sistema y con ello hacer un mejor manejo de los recursos

hidrobioldgicos.
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Tabla 10. Valores de profundidad total y disco Secchi, irradiancia solar, cociente
de atenuacién de la luz y profundidad de capa fética para cada sitio de muestreo

Anexo 1

en la Laguna de Macapule durante diciembre de 2007 — diciembre de 2008.

Estero El Tortugon

Prof.

Coeficiente

Fecha Prof. Secchi Irradiancig2 atenuacién de Prpf. Capa
muestreo  Total (m) (m) solar (W.m™) Uz Fética (m)
14/12/2007 4.5 1.5 353.63 1.07 4.32
21/01/2008  3.75 0.75 367.98 213 2.16
19/02/2008 2.9 1.1 444 .95 1.45 3.17
27/03/2008  3.25 0.7 531.92 2.29 2.01
17/04/2008 1.5 0.6 549.04 2.67 1.73
08/05/2008 1.3 0.5 510.84 3.20 1.44
10/06/2008 2.0 0.5 537.40 3.20 1.44
02/07/2008 1.5 0.7 456.27 2.29 2.01
07/08/2008 2 0.75 432.91 213 2.16
03/09/2008 1.5 0.5 498.69 3.20 1.44
08/10/2008 1.97 0.65 456.51 2.46 1.87
07/11/2008 3 1 412.74 1.60 2.88
08/12/2008 2 1 389.12 1.60 2.88
Boca de Macapule
14/12/2007 5.5 2 353.63 0.80 5.76
21/01/2008 7 0.5 367.98 3.20 1.44
19/02/2008 3.5 1 444 .95 1.60 2.88
27/03/2008 4.5 1.15 531.92 1.39 3.31
17/04/2008 4 1.5 549.04 1.07 4.32
08/05/2008 5.3 1.8 510.84 0.89 5.18
10/06/2008 4.0 2.0 537.40 0.80 5.76
02/07/2008 4.0 1.5 456.27 1.07 4.32
07/08/2008 5 2 432.91 0.80 5.76
03/09/2008 4 1 498.69 1.60 2.88
08/10/2008 3.7 1 456.51 1.60 2.88
07/11/2008 4 2.1 412.74 0.76 6.04
08/12/2008 3.5 1.5 389.12 1.07 4.32
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Anexo 2

Deteccion molecular y cuantificacion de ADN del WSSV en tejido de camardn.

En la tabla 11 se observan los resultados comparativos de la deteccion del
WSSV por los diferentes procedimientos de PCR anidada (Kimura et al., 1996), semi-
cuantitativa (IQa00"") y cuantitativa en tiempo real (IQreaL" ) a partir de extractos de
camarones infectados con WSSV y durante los pasos intermedios del proceso de
purificacion del virus. Asi mismo, en las figuras de la 30 a la 33 se presentan las
electroforesis de los geles que validan la informacién presentada en la siguiente
tabla.

Tabla 11. Deteccion y cuantificacion de ADN de WSSV por PCR anidada y en tiempo real
de muestras de tejido de camardn. * Obtenido a partir de la mezcla de pleépodos de los
animales 154, 190 y 272. (+) Positivo. (-) Negativo. N.D. No hay dato.

PCR Tiempo real (IQreaL

Cédigo de Protocolo PCR Anidada Ar:Difj:sza WSSV) *
muestra o de (Kimura et al. (1Q2000™ No. copias de  No. copias de
., .z 2000 . .
fracciéon extraccion 1996) WSSV) ADN'pL'1 ADNemL-"
(extracto) (extracto)
59 1Q rea™ + - N.D. N.D.
154 1Q rea™ + + (Severa) N.D. N.D.
190 1Qa000™ + + (Severa) 3.70 x10* 3.70 x107
™ + (Muy
210 Q2000 + ligera) - -
272 1Q000™ + + (Severa) N.D. N.D.
Purificacion del WSSV *
Tejido (60 mg) 1Q rea™ + + (Severa) 1.27 x10° 1.27 x10°
10
Sobrenadante 1Q rea™ + + (Severa) 6.64x10* 6.64x10"
(500 pL)
Concentrado ™ 3 6
directo (500 pL) 1Q reaL + + (Severa) 1.42 x10 1.42x10
Concentrado
filtrado (500 uL)  1Q real ™ + + (Severa) 8.22 x10? 8.22 x10°

en ANODISC
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Aparentemente solo se observaron dos inconsistencias entre los tres métodos
de deteccion con los camarones 59 y 210. El primero fue unicamente positivo para la
PCR anidada segun Kimura et al. (1996); mientras el segundo, no fue detectado con

la PCR en tiempo real (Figuras 30; Tabla 11)

(pb)

831

564

No Muestra Kimura et al. (1996)
Camaron 190-1-2009 +
Camaron 210-1-2009

+

1
2

3 Tejido (purificacion)

4 Sobrenadante (500 pL)*
5

6

Concentrado directo (500 uL)*
Concentrado filtroado (500 pL)*

+ |+ |+ |+

Figura 30. Productos de PCR anidada (Kimura et al., 1996) para deteccion de WSSV en
extractos de tejido camarén infectado y en las diferentes fracciones obtenidas durante la
purificacion del WSSV (*). (M2) Marcador molecular 1Kb; (+) Control positivo; (-) Control
negativo (agua ultrapura).
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No Muestra 1Q 2000
1 Camarén 190-1-2009 + (Severa)
2 Camarén 210-1-2009 + (Muy ligera)
3 Tejido (purificacion)* + (Severa)
4 Sobrenadante (500 pL)* + (Severa)
5 Concentrado directo (500 pL)* + (Severa)
6 Concentrado filtrado (500 uL)* + (Severa)

Figura 31. Productos de PCR anidada (Kimura et al., 1996) y semi-cuantitativa (1Qz00)
para deteccion de WSSV en extractos de tejido camarén infectado. (M1) Marcador
molecular 1Qxo00; (M2) Marcador molecular 1Kb; (+) Control positivo para 1Qu0; (+54)
Control positivo (camarén confirmado por 1Q2000); (-) Control negativo (agua ultrapura).

M1 () (¢)) 1 2 3 M2 () (+54) 5 6 7

(pb)

848
630

(pb)
570

333

No. Muestra 1Q 2000 No. | Kimuraetal .(1996)
Camaroén 59-1-2009 - 5 +
Camaron 154-1-2009 + (Severa) 6 +
Camaron 272-1-2009 + (Severa) 7 +

Figura 32. Productos de PCR anidada semi-cuantitativa (1Q000) para deteccion de WSSV
en extractos de tejido de camarodn infectado y en las diferentes fracciones obtenidas
durante la purificacion del WSSV (*). (M1) Marcador molecular 1Qzq00; (+) Control positivo
para I1Quq00; (-) Control negativo (agua ultrapura).
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Anexo 3

Tabla 12. Valores promedio mensuales de abundancia de PSV, PT (BP+PA), BP, PA, NF
y NZ para cada sitio de muestreo (Reservorio y estanque tipo) en la granja camaronicola
Dofa Juana durante diciembre de 2007 — diciembre de 2008.

Reservorio
Fecha PSV (x10"  PT* (x10’ PB (x10° PA(x10° NF (x10* Nz (x10°
Muestreo  pgy-mL')  cél-mL™) cél'mL”)  cél'mL")  cél'mL’) cél'mL™)
Mar.08 6.54 0.80 0.79 1.13 1.44 1.13
Abr.08 9.21 1.34 1.27 7.07 1.19 0.92
May.08 6.54 1.10 1.06 2.12 2.19 0.38
Jun.08 14.10 2.51 - - - -
Jul.o8 9.19 2.22 - - - -
Ago.08 5.80 1.03 - - - -
Sep.08 7.99 1.77 - - - -
Oct.08 7.52 2.50 - - - -

Estanque tipo

Fecha PSV (x10"  PT* (x107 PB (x10°  PA(x10° NF (x10* NZ (x10°

Muestreo PSV-mL")  cél-mL™) céllmL")  cél'mL") cél'mL") cél'mL™)
Mar.08 - - - - - -
Abr.08 - - - - - -
May.08 6.98 1.18 11.43 415 3.71 0.97
Jun.08 15.9 0.94 - - - -
Jul.08 8.25 1.51 - - - -
Ago.08 14.7 2.54 ] ] ] )
Sep.08 6.72 2.81 - - - -
Oct.08 6.51 1.69 - - - -

- No hay dato; * Picoplancton total: suma de BP y PA.
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—&— Densidad viral (x107 PSV-mL'1)

—e— Densidad viral (x10” PSV-mL™)

Anexo 4

18.0 3.5
—e— Particulas similares a virus (PSV)

16.0 1 —— Picoplancton Total (PT) L 3.0

14.0
- 2.5

12.0 -
- 2.0

10.0
- 1.5

8.0 -

6.0 - - 1.0
4.0 T T T T T T T T 0.5
Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct
18.0 3.5
16.0 - - 3.0

14.0 -
- 2.5

12.0 A
- 2.0

10.0 f
- 1.5

8.0 -
6.0 - - 1.0
40 T T T T T T 05

May  Jun Jul Ago Sep Oct

Meses

—e— PT (x10’ Cél'mL™)

—e— PT (x10” Cél'-mL™)

Figura 33. Variacion temporal de la densidad de virioplancton (PSV) y picoplancton total
(PT) en las estaciones del reservorio (a) y el estanque de cultivo (b) de la granja
camaronicola Dofia Juana entre marzo y octubre de 2008. Las barras de error indican el

error estandar.
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