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-Si un cordero come arbustos, ;comera también flores?
-Un cordero se come todo 1o que encuentra.

-;, Y hasta las flores que tienen espinas?

-Si, hasta las flores que tienen espinas.

-Entonces, ;para qué sirven las espinas?

-Hace millones de afios que las flores tienen espinas, hace
igualmente millones de afios que los corderos comen
flores, a pesar de sus espinas. ;Es que no es cosa seria
enterarse por qué las flores fabrican unas espinas que no
le sirven para nada? ;Acaso no es importante esa guerra
de las flores y los corderos? |

(Antoine de Saint—Exupéry)
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Resumen:

Desde €l punto de vista de las interacciones bidticas, una de las mas importantes es Ia herbivoria.
De manera general, el término herbivoria se refiere a la ingestion de material de los productores
primarios. Los estudios sobre este tipo de interacciones tienen una mayor tradicion en sistemas
terrestres, no obstante que existen evidencias de que la herbivoria es mas intensa en ecosistemas
acuaticos, en donde remueve cerca del 51% de la produccién primaria anual. En sistemas acuaticos
el zooplancton herbivoro comprende a los rotiferos, cladoceros, copépodos y diferentes especies de
protozoarios. La importancia de la presion ejercida por el zooplanctonicos herbivoro se relaciona
con la fase clara de los lagos, la distribucion espacial y ia sucesion del fitoplancton. Debido a que
zooplancton no puede comer y/o digerir con la misma eficiencia todo el fitoplancton, la herbivoria
actia como una presion de seleccién para las aigas pelagicas y se puede esperar la evolucion de
mecanismos que reduzcan la vulnerabilidad al forrajeo. Una de las caracteristicas importantes que
aumentan la resistencia a la herbivoria se relacionan con evitar la ingestién del zooplancton. Hessen
y Van Donk (1993) mostraron que células de Scemedesmus subspicatus formaban cenobios de
cuatro u ocho celulas con espinas mas rigidas y largas cuando eran tratadas con sustancias quimicas
disueltas provenientes de Daphnia, y sugirieron que esta induccion de cambios representaba un
mecanismo de defensa de Scenedesmus. En este sentido, los objetivos de este estudio fueron
determinar si Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda cambian su morfologia
ante la presencia de zooplancton herbivoro de diferentes tallas y el grado en que la morfologia de
Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda funciona como mecanismo de defensa
depende de la talla del herbivoro. El trabajo experimental se dividio en tres fases, en la primera se
determind el crecimiento poblacional y la sedimentacion de las cepas de Scenedesmus, en la
segunda se examino el crecimiento poblacional y la tasa de aclaramiento de zooplancton pequefio
(Brachionus patulus y B. calyciflorus), mediano (Ceriodaphnia dubia) y grande (Daphnia pulex ) al
alimentarse con las dos especies de Scenedesmus; la tercera fase consistio en observar si el
zooplancton mndacia cambios en ia morfologia de S. acutus v S. quadricuada. En la primera fase se
observé que el medio Bold es adecuado para el cultivo de S. acutus v S. quadricauda, et periodo
optimo para que las algas puedan ser cosechadas para su uso como alimento se encuentra entre el
dia 4 vy el 7; v que la tasa de sedimentacion de S. quadricuada fue cuatro veces mayor que la de S.
acutus. En la segunda fase se encontrd que el rotifero Brachionus patulus crecié tnicamente en la
biomasa baja (0.013 ng X 10° mi") de S. acutus, y foe también en la biomasa baja de S. acutus en
donde tuvo la tasa de filtracién mas alta. B. calyciflorus alcanzo la mayor tasa de crecimiento (r =
0.65 £ 0.008) y.el mayor nimero de individuos (27 £ 2.07 ind. X ml™) en S. acutus, v la tasa de
aclaramiento fite de aproximadamente el doble en S. acutus que en S. quadricuada. Ceriodaphnia
dubia es capaz de crecer en las dos especies de Scenedesmus, pero en S. quadricauda (0.8 = 0.1 07
ind. X ml™) su densidad poblacional es muy baja en comparacién con la que alcanza en S. acutus
(20 £ 0.77 07 ind. X ml"). La tasa de aclaramiento fue semejante en las dos especies de
Scenedesmuys. Daphnia pulex fue la unica especie de zooplancton capaz de crecer en S. quadricauda
y alcanzd una densidad similar al observado en S acutus. En funcion de las observaciones
realizadas se concluyo que la forma de S. qeutus y S. quadricauda tiene un impacto negativo en la
poblacion de zooplancton pequefio {(B. patulus y B. calyciflorus), el zooplancton mediano (C. dubia)
se vio afectado dnicamente por el tamario de S. quadricauda y en el zooplancton grande (Daphnia
pulex) no hubo un efecto relacionado con el tamafio de Scenedesmus acutus y S. quadricauda. En la
tercera fase se encontro que S. acutus y S quadricauda si cambian algunos aspectos de su
morfologia ante la presencia de zooplancton herbivoro, pero no se encontrd una relacidn entre
cambios morfologicos y talla del zooplancton.



Introduccion
Desde el punto de vista de las interacciones bidticas, una de las mas importantes es la

herbivoria. De manera general, el término herbivoria se refiere a la ingestién de material de
los productores primarios. Esta, en algunos sistemas, es capaz de regular la produccion
primaria (Cyr y Pace, 1993). A pesar de que la importancia potencial de la herbivoria fue
reconocida por los predecesores de los ecologos, como Charles Darwin, durante mas de un
siglo la interfase planta-animal -cuando los animales actian como depredadores- ha sido
virtualmente ignorada (Dirzo, 1984). Los estudios sobre este tipo de interacciones tienen
una mayor tradicién en sistemas terrestres, no obstante que existen evidencias de que la
herbivoria es mas intensa en ecosistemas acuaticos (Cyr y Pace, 1993) y fue hasta 1970's
que la importancia del forrajeo por el zooplancton herbivoro en el desarrollo de las
poblaciones fitoplanténicas empezé a ser reconocido (Lampert y Sommer, 1997).

Las tasas de herbivoria varian en los diferentes tipos de ecosistemas; dentro del
agua, las algas son forrajeadas mas intensamente que las plantas vasculafes y los herbivoros
remueven cerca del 51% de la produccion primaria anual, mientras que en sistemas
terrestres solo llega al 18%, a pesar de que la biomasa de herbivoros es similar en ambos
casos (Cyr y Pace, 1993).

En sistemas acuaticos el zooplancton herbivoro comprende a los rotiferos,
cladéceros, copépodos y diferentes especies de protozoarios. La importancia de la presién
ejercida por los grupos zooplancténicos de metazoariaos herbivoros se relaciona con la
distribucion espaéial {Gaines y Lubchenco, 1982; Lampert y Taylor, 1985) y la sucesién
detl fitoplancton (Beisner, 2001; Sarnelle, 1993), asi como con la disminucién en la biomasa
algal, que ocurre en los lagos a la mitad del periodo de crecimiento del fitoplanction, a la
que sc le denomind “fasc clara” ya que gencralmenic sc¢ acompafia con una alta
transparencia del agua (Lampert et al., 1986; Lampert y Sommer, 1997). No obstante, €l
efecto de los herbivoros llega ain maés lejos, ya que participan en la regeneracién de
nutrimentos limitantes y, bajo ciertas condiciones, la regeneracidon de nutrimentos puede
compensar las pérdidas del fitoplancton por forrajeo (Sterner, 1986). En contraste, el papel
de los protozoarios como herbivoros ha sido menos explorado (p. ej. ver Guixa-Boixereu et
al., 1999 y Gonzales, 1999).



El zooplancton no puede comer y/o digerir con la misma eficiencia todo el
fitoplancton, debido a que en ¢l proceso de forrajeo influyen una gran variedad de factores,
como el tamafio y composicion del alga o la produccién de toxinas (Dodson y Frey, 1991;
Peters, 1984), por lo que la herbivoria actia como una presién de seleccién para las algas
pelagicas y se puede esperar la evolucion de mecanismos que reduzcan la vulnerabilidad al
forrajeo. Algunas de las caracteristicas importantes que aumentan la resistencia a la
herbivoria son aguellas que se relacionan con evitar la ingestién del zooplancton v las que
evitan -en el caso de ser ingeridas- dafios al pasar por el aparato digestivo (Lampert y
Sommer, 1997).

Existen diversos atributos que contribuyen a evitar la ingestién por parte de los
herbivoros y uno de los mas importantes es el tamafio. En un trabajo con seis especies de
Daphnia y Bosmina longirostris, Burns (1968) observd una relacion entre el tamafio del
cuerpo y el tamafio de particula que podia ser ingerida y propuso una ecuacion para
predecir la medida maxima del globo esférico que puede ingerir un cladécero a partir de su
talla; de forma similar, existe una relacion entre el volumen del herbivoro y la tasa maxima
de ingestién —que se refiere a cuantas particulas o biomasa de alimento puede consumir un
organismo por unidad de tiempo (Lampert y Sommer, 1997)- (Hansen et al., 1997; Peters y
Downing, 1984). Sin embargo, Cyr y Curtis (1999) reportaron que, aun cuando de manera
general la relacién entre el tamafio del cuerpo del zooplancton y el intervalo de tamafio de
particulas que puede ingerir se cumple, para algunos rniemBros del zooplancton, como
Bosmina, esta relacidn no se ajusta a la ecuacion de Burns (1968), ya que es capaz de
ingerir particulas mas grandes. Es posible que para los cladoceros el tamafio de particulas
alimenticias sea determinado por mas factores que ¢l tamafio del cuerpo, por ejemplo, el
espacio entre setas (Dodson y Frey, 1991). En general, se considera que los cladéceros no
forrajean en el fitoplancton que mide mas de 10* um®, que los rotiferos no pueden consumir
fitoplancton mayor a 10° pm3 (Harris, 1986) y que las algas que son mas grande que 30-
35pum no son ingeridas por el zooplancton (Cyr y Curtis, 1999). Otros factores, como la
dureza de la pared celular de las algas, también influyen en el consumo del zooplancton: los
flagelados, por ejemplo, son ingeridos més facilmente que las diatomeas (Stutzman, 1995).

Algunas algas poseen mecanismos para que, en caso de ser ingeridas, eviten ser

digeridas: las cloroficeas mucilaginosas son digeridas muy poco por cladéceros (p. €.



Daphnia pulicaria) y copépodos, résultando en una disminucion del crecimiento
poblacional del zooplancton (Stutzman, 1995) y la excrecion de mucilago por diatomeas
también puede inhibir el forrajeo de copépodos (Van Donk ef af, 1999). Las algas
deficientes en nutrimentos disminuyen la ingestién y la eficiencia de asimilacion del
zooplancton, incrementando su probabilidad de persistencia en periodos de estrés por la
falta de nutrimentos (Van Donk et al., 1999). Cuando Daphnia forrajea en algas deficientes
en nutrimentos o algas con estrés por UV-B reduce su tasa de crecimiento y de fecundidad
(Van Donk et al., 1997; Van Donk y Hessen, 1995). Por ejemplo, se reportd que Daphnia
sobrevive mejor, crece mas rapido y se reproduce un mayor numero de veces cuando se
alimenta en Chlamydomonas sin limitacion de nutrimentos, que en células limitadas por N
o P (Mitchell et al., 1992; Van Donk, 1997). De la misma forma, los estudios en campo han
encontrado una relacién entre la limitacion de nutrimentos y el efecto del forrajeo en las
comunidades fitoplancténicas (p. €. Vanni y Temte,1990). Algunas especies de algas
pueden tomar nutrimentos del zooplancton que las ingiere, ademas de evitar ser digeridas.
Estudios en Sphaerocystis schroeteri demostraron que gracias a que las colonias tienen uha
cubierta de un polisacarido complejo, el 90% de las células pasan sin ser dafiadas por el
aparato digestivo de Daphnia magna vy D. galeata y, a su paso, toman nutrimentos que se
encuentran dentro de las dafnias (Por“ter, 1976).

Las cianobacterias son de especial interés porque poseen diferentes mecanismos,
que pueden actuar solos o en conjunto y que minimizan la presién por herbivoria. Algunos
de estos mecanismos son (Nandini y Rao, 1998): (1) la formacioén de colonias (Microcystis)
o filamentos (Oscillatoria, Lyngbya) que representan una dificultad mecénica potencial
para el forrajeo al ser manipﬁladas ¢ interfieren en ¢l proceso de filiracion; (ii) ser
pobremente digeridas y asimiladas, por lo que constituyen un alimento menos aprovechable
para el zooplancton en comparacion con otras algas, y (iii) la secreciéon de toxinas que
dafian a los herbivoros, por ejemplo microcistinas, que son ciclopéptidos hepatotoxicos
(Nandini, 2000). Se ha observado que las sustancias téxicas emitidas por cianobacterias
pueden disminuir la tasa de filtracion de dafnidos en un 50% (Scheffer y Rinaldi, 2000),
mientras que los datos tomados en campo reflejan que, durante periodos en los que abunda
la formacién de colomias de Microcystis, se puede reducir la tasa de filtracién de Daphnia a

s6lo un 25-36% de la tasa maxima de filtracion que se presenta en periodos donde son
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dominantes otras algas mas comestibles (Jarvis ef al, 1987). En el laboratorio se
corroboraron datos similares sobre la reduccion de la tasa de filtracién por cianobacterias
en €l copépodo Eudiaptomus gracilis (Pandolfini et al., 2000). En un estudio con cinco
especies de cladoceros y dos rotiferos alimentados con Microcystis aeruginosa, Nandini
(2000) encontrd que la susceptibilidad de los diferentes taxa de zooplancton variaba no sélo
por efecto del toxico, sino también por la formacion de colonias. Esto fue confirmado por el
trabajo de Alva-Martinez et al. (2001) con Microcystis aeruginosa en células, en el que se
observé que Moina macrocopa es muy susceptible al téxico y su poblacién no puede
crecer, mientras que Ceriodaphnia dubia puede tener un crecimiento incluso mayor al que
tiene al ser alimentada con algas no téxicas. En Daphnia pulex se observa un decremento
de su historia de vida al ser alimentada con Microcystis (Hietala et al., 1997).

Se cree que la resistencia al forrajeo involucra un costo metabdlico o reduce las
habilidades competitivas, por lo que se puede esperar un intercambio entre resistencia al
forrajeo y pago por el costo metabdlico (Van Donk ef al., 1999). Cuando los nutrimentos se
encuentran en exceso, el crecimiento poblacional puede compensar las pérdidas por
forrajeo; sin embargo, en sistemas deficientes en nutrimentos o con estrés por rayos UV-B
el crecimiento poblacional es bajo y algunos cambios morfolégicos contra la herbivoria
pueden ser benéficos, incluso a expensas del crecimiento de la poblacién. Para algunas
especies de algas, el incremento en el grosor de su pared celular bajo ‘condiciones
desfavorables puede ser, en apariencia, una preparacién para enquistarse; en cstas especies
podria no ser apropiado invocar el argumento de que el grosor de la pared celular sea una
estrategia primaria para disminuir el crecimiento de herbivoros, aunque precisamente tiene
este efecto (Van Donk, 1997). Esto es similar a lo que sucede en sistemas terrestres, en
donde los flavonoides producidos por las plantas tienen como funcién principal la
proteccion del tejido de las hojas contra dafio por rayos UV y, simultaneamente, actian
como repelentes de herbivoros (Strauss y Agrawal, 1999).

En este sentido existen dos niveles posibles de interpretacion de cualquier
interaccion entre productores primarios y sus herbivoros, estos dos niveles s¢ determinan a
partir de factores proximales y de factores altimos. La interpretacion proximal (ecoldgica)
de la herbivoria se da en términos de las caracteristicas actuales de los productores

primarios y sus herbfvoros, mientras que la interpretacién ultima contempla la posibilidad



de que caracteristicas presentes actualmente en los productores primarios y sus herbivoros
sean resultado de un proceso evolutivo que involucrd directamente a la herbivoria como
presion de seleccion (Dirzo, 1984).

En el presente trabajo defensa sc define como cualquier caracteristica que le
confiere un beneficio en su adecuacién a un productor primario en presencia de un
herbivoro (Strauss y Agrawal, 1999),

Las defensas de los productores primarios se pueden encontrar de forma permanente
o pueden inducirse (Howe y Westley, 1988); existen una gran cantidad de factores que
pueden inducir cambios en un productor primario, sin embargo no todos estos cambios
representan una defensa inducida.

Una “respuesta inducida” se refiere a los cambios que presentan los productores
primarios después de un dafio o de estrés. Estos cambios pueden incrementar la
“resistencia” a futuros ataques de herbivoros reduciendo su preferencia o el dafio que
causan los herbivoros -no se asume que estos cambios evolucionan como resuitado de la
seleccion por herbivoros-. Cuando la respuesta de las plantas a dafios por herbivoros
disminuye las consecuencias negativas en la adecuacién que tienen los ataques en los
productores primarios la respuesta actua como una “defensa inducida™ (Karban y Myers,
1989).

Karban y Mayrs (1989) propusieron la siguiente clave dicotémica para la

identificacién de las defensas inducidas:

¢Cambian las cualidades de las plantas con un dafio o estrés?
1 No: No hay respuesta

17 Si: Respuesta inducida (seguir a 2)

(La respuesta inducida reduce la preferencia o el dafio de la herbivoria?
2 No: No hay efecto o existe susceptibilidad a la induccién

2’ Si: Resistencia inducida (seguir a 3)

¢La reduccién de la preferencia/dafio incrementa la adecuacién de la planta?
3 No: La planta no es defendida por la defensa

37 8i: Defensa inducida




La induccion de cambios que disminuyen el efecto de la herbivoria pueden
relacionarse con el estrés por factores ambientales y la presencia de sustancias quimicas
provenientes del zooplancton. En la Tabla 1 se resumen los factores que inducen defensas

en ¢l fitoplancton y sus efectos indirectos €n el zooplancton (Van Donk, 1997).

Tabla 1. Resumen de factores que inducen defensas en el fitoplancton, efectos indirectos en el zooplancton y

presencia de mecanismos de retroalimentacion (tomada de Van Donk, 1997).

Factores de induceién | Defensas del | Efectos indirectos del | Mecanismos de
fitoplancton zooplancton retroalimentacién

Limitacién en | Incremento en la talla y | Asimilacion del alga | | Si, toma de nutrimentos

nutrimentos en el grosor de la pared | Tasa de crecimiento] |[por el alga durante el

celular.

Fecundidad }

pasaje por el intestino

Estrés por UV-B

Incremento en la talla y
en el grosor de la pared

Asimilacion del alga |
Tasa de crecimiento |

No

celular. Fecundidad |
Infoquimicos del | Formacién de colonias|Para el =zooplancton]Si, el alimento limita
zooplancton ¥ espinas. pequefio: las formas de
Tasa de ingestion | zooplancton menos
Tasa de crecimiento | | infoquimicos

Fecundidad |

I.a variabilidad en las caracteristicas defensivas de las aigas en el campo puede ser
explicada en parte por el reemplazo clonal como condicién de cambio. Sin embargo, esto es
también una evidencia de la plasticidad fenotipica. Por ejemplo, diferentes especies del
género Scenedesmus son notoriamente flexibles desde el punto de vista fenotipico, cepas
individuales pueden crecer unicelularmente o como colonias (cenobios') de cuatro u ocho
células; estas células pueden variar respecto al nimero y tamatfio de las espinas (Van Donk
et al., 1999). Para Scenedesmus se sugirid6 que el cambio fenotipico es un orden de
secuencias de ecomorfosis que puede ser definido como una ciclomorfosis” conducida por
factores ambientales {Trainor, 1992); aunque también se ha interpretado la ciclomorfosis de
diferentes grupos planctonicos como una respuesta a la depredacién (Dodson, 1974), y en

S. subspicatus y S. acutus se encontrd evidencia de que la ciclomorfosis se podia inducir

" El término coenobium es frecuentemente usado para colonias de Scenedesmus, su definicidn estricta es “una
colonia de organismos unicelulares que tienen una forma y organizacién definida, que se comporta
individualmente y, al reproducirse, da cenobios hijos (Lawrence, 1971 in Wiltshire y Lampert, 1999)”, es
decir que se comportan como una “unidad bioldgica”.

? Ciclomorfosis se refiere a un cambio ciclico morfoldgico temporal (estacional o no) en las comunidades
plancténicas (Black y Slobodkin, 1983).




por factores relacionados con la presencia de Daphnia (Hessen y Van Donk; 1993; Lampert
et al., 1994).

Debido a que Daphnia forrajea en Scenedesmus, se postulé que la formacién de
colonias representa un mecanismo de defensa del alga (Hessen y Van Donk, 1993). Sin
embargo, trabajos posteriores mostraron que la induccién de colonias en Scenedesmus no es
especifica de Daphnia magna (Van Donk et al., 1999 y referencias contenidas en el texto).
El postulado del mecanismo de defensa de las algas es aun incierto, ya que se desconoce si
todos los organismos que inducen la formacién de colonias consumen Scendesmus. Liirling
y otros (Liirling y Van Donk, 1996; 1997; Liirling, et al. 1997) han puesto de manifiesto
ofras incongruencias en estudios sobre la calidad de alimento que representan los
Scenedesmus unicelulares y multicelulares para la ingestion por Daphnia. Por gjemplo,
aunque la pequefia Daphnia cucullata parece tener un menor crecimiento en las colonias
que las especies de Daphnia de mayor tamafio, aparentemente es capaz de competir
adecuadamente por las colonias de Sceredesmus; entonces, podria interpretarse que la
formacion de colonias en Scenedesmus es un mecanismo de defensa menos util ante la
ingestion por parte del zooplancton grande (Wiltshire y Lampert, 1999).

Con base en lo anterior, el presente trabajo se centré en contestar las siguientes
interrogantes:

1. Las especies Scenedesmus acutus y S. quadricauda jcambian su morfologia ante la
presencia de zooplancton herbivoro?

2. En el caso de cambiarla ;se relaciona la induccién de cambios morfolégicos con la talla
del zooplancton?

3. (Cual es el efecto de la morfologia de Scenedesmus acutus y S. quadricauda en el

zooplancton en términos de la talla del herbivoro?



Antecedentes
El concepto de polimorfismo en Scenedesmus se introdujo hace aproximadamente un siglo,

cuando se encontro que células con espinas identificadas como especies de Chodatella en
realidad eran Scenedesmus. Sin embargo, este concepto no se incorporé en la sistematica
del género, por lo que frecuentemente para ciertas especies (p. €j. S. armatus) diferentes
estadios de desarrolio se identificaron como un taxon distinto (Trainor y Egan, 1990).

En apariencia, el desarrollo de células sueitas en Scenedesmus no es producto de la
fragmentacién de colonias, pues los cenobios y las células tienen los mismos estadios de
desarrollo; la diferencia se encuentra al final de la divisién celular, cuando las células hijas
fallan en la union con otras células (Egan y Trainor, 1989).

Black y Slobodkin (1987) sugirieron que la ciclomorfosis puede ser controlada por
diversos mecanismos que incluyen seflales quimicas, temperatura y depredacion. En el caso
de Scenedesmus se reportd que los cambios morfologicos estaban asociados con la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura (Trainor, 1992) y por factores bidticos. Por
ejemplo, Hessen y Van Donk (1993) mostraron que células de Scenedesmus subspicatus
formaban cenobios de cuatro u ocho células con espinas més rigidas y largas cuando eran
tratadas con sustancias quimicas disueltas provenientes de Daphnia.

Lampert ef al. (1994) encontraron resultados similares en la induccién de cenobios
en el alga verde sin espinas Scenedesmus acutus (ahora se sabe que es S. obliguus, cepa
SAG 276-3a, Gottingen, Hegewald ver Hannen et al, 2000) mediante substancias
excretadas por Daphnia magna. Algunos trabajos posteriores realizados también con S.
acutus, reportaron que las sustancias quimicas provenientes de Daphnia inducian un mayor
volumen de las células de los cenobios y aumentaban el nimero de células por colonia
(Liirling y Van Donk, 1997).

Aungque la induccion de cenobios de Scenedesmus por Daphnia podria, en un primer
acercamiento, atribuirse al hecho de que los animales exudan una substancia que actie
como un infoquimico® especifico o kairomona® para Scenedesmus (Lampert ef al., 1994), 1a

identificacion de dichas sustancias ain no se ha logrado.

* Un infoquimico es una sustancia quimica que transmite informacion (Dicke y Sabelis, 1988 in Dicke, 1999).
* De acuerdo con el diccionario de términos de biologia Hederson (Lawrence, 1997 in Wiltshire y Lampert
1999), una kairomona es un mensajero quimico o feromona emitido por una especie, el cual tiene un efecto en
miembros de otra especie, algunas veces con detrimento del transmisor.



Lampert et al. (1994) y Lirling (1998) descartaron que el factor de induccion
pudiera provenir de las propias algas, ya que la induccidon no ocurria cuando se agregaba al
medio agua proveniente de cultivos de Scenedesmus homogeneizados.

Lampert et al. (1994) demostraron que la kairomona de Daphnia es, en apariencia,
una sustancia orgéanica no volatil de pequefia masa molecular (<500 uma), estable con el
calor y resistente al pH en un intervalo de 1 a 12. Esta substancia no se ve afectada por el
tratamiento con Pronasa E, una enzima que reacciona con péptidos (Lampert et al., 1994).
Es evidente que no es el adenosin-3°, 5'-monofosfato ciclico, el cual se ha reportado como
estimulante de la formacién de tapetes (“mats”) de cianobacterias cuando se adiciona, por
gjemplo, a una suspensién densa de tricomas de Spirulina platensis. Daphnia puede
producir cantidades importantes de AMPc como resultado de la degradacion digestiva de
las células de algas, sin embargo, no se forman hojuelas o colonias cuando €l AMPc se
adiciona a Aphanizomenon flos-aqua, Oscillatoria agardhii y Scendesmus acutus/obliquus
(Van Donk ef al., 1999).

Debido a que Daphnia en estado de inanicién induce menos la formacién de
colonias que Daphnia que forrajea activamente (Lampert et al., 1994; Liirling, 1998),
Lirling (1998) y Liirling y Van Donk (1997) propusieron que el infoquimico era producto
de la degradacion de las algas por la digestion del herbivoro. Ademas, se ha observado que
Daphnia alimentada activamente con Scenedesmus induce la formacion de un porcentaje
mayor de colonias en los cultivos que Daphnia que forrajean en algas menos comestibles,
como por ejemplo, en la cianobacteria filamentosa Oscillatoria. Sin embargo, existen
evidencias contradictorias sobre la calidad del alimento y la excrecion de substancias de
induccién de colonias. De forma opuesta a lo que ocurre con Daphnia al ser alimentada con
Oscillatoria, €l agua proveniente de cultivos de Daphnia alimentada con Microcystis
unicelulares y Scenedesmus deficientes en nutrimentos o levaduras, induce colonias de
Scenedesmus en igual cantidad que animales alimentados con Scenedesmus sin restriccion
de nutrimentos y luz. Las bacterias presentes en el intestino de los dafnidos pueden ecstar
involucradas en la produccién de infoquimicos de induccién de colonias, ya que esta
respuesta se inhibe con animales expuestos a antibidticos, como carbenicilina o

cefotataxina, que no afectan el crecimiento de las algas (Van Donk et al., 1999).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN .




D¢ forma alternativa existe la hipotesis de que el infoquimico se origina en el
metabolismo no digestivo del zooplancton y que se relaciona unicamente de forma indirecta
con su digestion. Von Elert y Franck (1999) reportan que el infoguimico no pudo ser
extraido del alga o del herbivoro con solventes acuosos o mas lipofilicos. En ese trabajo, la
liberaci6n de la actividad de induccién de cenobios por la alimentacion activa de D. magna
fue investigade como una funcion de la masa corporal del individuo y no se observé
aumento con el incremento de la masa corporal individual. Los datos de Von Elert y Frank
(1999) reflejan una relacion alométrica entre la tasa de ingestidn y la produccién de
induccién de colonias. Esto fue interpretado como un indicio de que el quimico podria
originarse del metabolismo no digestivo del zooplancton mas que de la digestion del alga
por forrajeo. El infoquimico liberado por D. magna se caracterizd como un &cido
carboxilico olifénico de bajo peso molecular (Von Elert y Franck, 1999). Recientemente,
Wiltshire y Lampert (1999) probaron la hipdtesis de que el amonio y la urea excretados por
el zooplancton (Daphnia) pueden inducir Ja formacién de cenobios en Scenedesmus, y
encontraron una relacién positiva entre la formacién de colonias por urea y una relacién
negativa con el amonio.

Otros factores que afectan la intensidad de respuesta de las algas dependen de
parametros tales como la talla del zooplancton, densidad de los animales, el estado
fisiolégico del zooplancton y la temperatura (Van Donk ef al., 1999; Liirling y Van Donk,
1999). Lampert et al. (1994) y Liirling y Van Donk (1997) reportaron que la formacion de
colonias se relaciona con la concentracién del factor de Daphnia. La formacion de colonias
se incrementa de forma no linear con la densidad de los animales, alcanzando un estado
estacionario en el nivel de 200 individuos de Daphnia en un litro, pero ¢l efecto puede
aumentarse cuando se adiciona agua con infoquimicos; por otra parte, también se encontrd
una clara relacién entre la longitud de D. magna vy la intensidad de formacion de colonias
en Scenedesmus, relacion que puede indicar una importante correlacion con la actividad de
forrajeo de los animales (Van Donk ef al, 1999); los dafnidos pequefios, como D.
cucullata, no inducen colonias en densidades menores a 400 individuos I probablemente
debido a su biomasa relativamente baja, mas que a su habilidad para inducir colonias (Van
Donk et al., 1999). Liirling y Van Donk (1997), en un estudié en el que se probd la

habilidad de diferentes grupos de zooplancton para inducir colonias, encontraron una
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relacion especialmente significativa enire la abundancia de rotiferos y la induccién de
colonias; por ultimo, aun cuando la induccién de colonias por kairomonas puede llevarse a
cabo tanto a baja como a alta temperatura, el nimero de células por colonias se incrementa
en agua fria y la induccién de colonias ocurre mas rapido a temperatura alta (Liirling y Van
Donk 1999).

El grado en €l cual la formacién de colonias en Scenedesmus ofrece una proteccion
contra el forrajeo depende, en apariencia, del tamafio del herbivoro; la formacidn de
colonias unicamente es efectiva contra pequefios herbivoros. Hessen y Van Donk (1993)
encontraron tasas bajas de forrajeo en D. magna cuando el nimero de colonias de
" Scenedesmus en el alimento era alta, por lo que supusieron que las colonias de
Scenedesmus eran mis grandes que la maxima talla que podia ingerir un dafnido de 1.75
mm de longitud. Sin embargo, Lampert et al. (1994) no encontraron diferencias
significativas en el consumo de S. acutus/obliquus. La cepa de S. acutus/obliguus no tiene
espinas, por lo que es posible que los dafnidos probados (los cuales eran mas largos por un
milimetro a los usados por Hessen y Van Donk, 1993) puedan ingerirla sin dificultad. Por
otra parte, las concentraciones del alga fueron diferentes: Lampert empled bajas
concentraciones de alimento donde las dafnias podian filtrar a su tasa méxima, mientras que
Héssen y Van Donk (1993) trabajaron con concenfraciones de alimento muy altas. En
experimentos realizados con dos dafnidos -D. magna y D. cucullata- con Scenedesmus
acutus/obliquus (colonias y células), se encontré que para la pequefla D. cucullata 1a tasa de
aclaramiento —que es una expresion del volumen de agua que es aclarado de particulas por.
unidad de tiempo- disminuia de forma significativa cuando forrajeaba en colonias, mientras
que para D. magana, la tasa de aclaramiento no mostré diferencias significativas cuando
forrajeaba en colonias o en células (Liirling ez al., 1997). En otro dafnido, D. pulex, se
observé que al igual que en D. magna, la tasa de aclaramiento no cambiaba de forma
significativa cuando se alimentaba en colonias o células de S. acuatus/obliquus (Van Donk,
1997). En la Tabla 2 se puede observar la diferencia en la tasa de clarificacion de dafnidos

de diferentes tallas alimentados con colonias o células de Scenedesmus.
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Tabla 2. Alimentacién de Daphnia en células (U) o colonias (C) de Scenedesmus expresada como el

volumen de agua con alga que es limpiada, por individuo, por tiempo (tasa de aclaramiento, ml ind™
1" (Tomada de Van Donk et al., 1999).

Zooplancton Tamaiio del Tipo de alimento  Principal volumen Tasa de

animal (mm} de particula (um®)  aclaramiento

(ml ind' b

Daphnia pulex 1.0 S. acutus 89U 0.24 £ 0.10
1.0 " 312C 0.19+0.08

2.5 " 89U 0.97 £ 0.05

25 " 312 C 0.87 £0.26

Daphnia cucullata 0.6 S. acutus 89U 0.32+0.06
0.6 " 312C 0.03 £0.24*

1.1 " 89U 0.61 £0.11
1.1 " 312 C 0.19£0.12%

Daphnia magna 1.0 S, obliquus 89U 0.33+£0.07
1.0 " 224 C 0.22+£0.11
1.0 " 476 C 0.05 £ 0.10*

1.6 " g U 0.95+0.11

1.6 " 224 C 0.95+ 0.08

1.6 " 476 C 0.96 £ 0.11

Daphnia 0.7 S. obliquus 8OU 0.24 +0.12

cucullata

0.7 " 224C 0.08 £0.22

0.7 " 476 C 0.01+£024

1.2 " 89U 0.41 +£0.15
1.2 " 224C 0.17 £ 0.09*
1.2 " 476 C 0.07 £ 0.03*

*Tasas de aclaramiento que fueron significativamente nwds bajas que la de los animales alimentadas con células.

Aun cuando las tasas de aclaramiento de D. magna y D. cucullata mostraron
resultados diferentes al ser alimentadas con colonias, en ambas especies el crecimiento
poblacional (r) disminuyé cuando fueron alimentadas en colonias en comparacién con
células (r bajé 5% para D. magna y 32% para D. cucullata) (Lirling et al., 1997).

Cabe destacar que los experimentos sobre el efecto de los cambios morfolégicos de
Scenedesmus en el zooplancton soélo se realizaron con cladéceros y se desconoce el efecto
en rotiferos que, de acuerdo con ¢l intervalo de particulas que pueden ingerir, son
depredadores potenciales de Scenedesmus (Harris, 1986) y que constituyen un grupo
importante de herbivoros en sistemas acuaticos epicontinentales, especialmente en cuerpos

acuaticos tropicales, en donde el zooplancton de talla pequefia es mas comin (Fernando et
al., 1987).
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Por otra parte, en experimentos sobre el efecto de infoquimicos de Daphnia en
quince cepas de cloroficeas, dos cepas de diatomeas y tres cepas de cianoficeas, la
induccion de colonas de Daphnia parece no ser exclusiva del género Scenedesmus, ya que
Coelastrum obtuvo una respuesta similar (Tabla 3). Adema4s, en este estudio resalta que no
todas las especies de Scenedesmus respondieron a Daphnia, como ocurrié en S
quadricauda. Con base en lo anterior, es posible sugerir que la formacién de colonias como
una respuesta a Daphnia es caracteristica y unica en cloroficeas. Sin embargo, no se ha
observado que esta respuesta sea absoluta: los estados fisiologicos de diferentes especies
pueden obscurecer los efectos; por ejemplo, S. subspicatus responde sélo en forma
ocasional a las sustancias quimicas de Daphnia, lo cual probablemente depende de la fase
de crecimiento en la que se encuentre el aiga (Van Donk et al., 1999).

Por ultimo, se ha encontrado que la mayor parte de los taxa de zooplancton pueden
inducir colonias en S. acufus cuando sus poblaciones son importantes; estos experimentos
se hicieron con rotiferos, cladoceros, copépodos y ostricodos; Unicamente los ostracodos v
algunos claddceros (como, por ejemplo, Chydorus sphaericus) y copépodos (por ejemplo,
Cyclops agilis) no cambiaron el fenotipo de Scenedesmus (ver Tabla 4). Esto sugiere que la
induccidn de colonias en Scenedesmus estd muy extendida, pero no es universal (Van Donk
et al., 1999) y ain no esta claro si es una respuesta general al zooplancton o unicamente a
los herbivoros (Van Donk, 1997).

Debido a que la induccién de colonias no afecta la composicion bioquimica del alga
(Liirling ef al., 1997) ni modifica 1a tasa de crecimiento poblhcional (Lampert et al., 1994:
Lirling, 1998) y no se relaciona con la concentracién de clorofila a, el costo de la
formacioén de colonias puede asociarse con la sedimentacion (Liirling y Van Donk, 2000),
aunque también se interpreté a los apéndices y expansiones de las algas como
favorecedoras del retardo de caida (Margalef, 1983).

Las células tienen una mejor flotaciéon que las colonias (Liirting y Van Donk, 2000},
no obstante, las formas coloniales barbadas y con un maydr numero de espinas flotan mejor
que las células (Egan y Trainor, 1989), aunque en los estudios de induccién por

infoquimicos no se observaron formas barbadas (Liirling y Van Donk, 2000).
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Tabla 3. Especies de fitoplancton probadas para la induccién de colonias (Tomado de Van Donk et

al., 1999).

Taxon de alga

Taxon de herbivoros

Induccion de colonias

Chlorophyceae

Scenedesmus acuminatus NIVA-CHL 58 Daphnia pulex S
Scenedesmus acutus Max-Planck-Institut Daphnia gal eata 51
Scenedesmus obliquus NIVA-CHL 6 Daphnia magna Si
Scenedesmus obliguus SAG 276-1 Daphnia magna Si
Scenedesmus quadricauda NIVA CHL 7 Daphnia magna No
Scenedesmus subspicatus NIVA CHL 55 Daphnia gal eata Si
Coelastrum microporum SAG 217-1° Daphnia magna Si
Coelastrum sphaericum SAG 32,81 Daphnia magna Si
Ankistrodesmus fal catus NIVA CHL 8 Daphnia magna No
Ankistrodesmus bibraianus SAG 278-1 Daphnia magna i?
Chlorella vulgaris NIVA CHL 19 Daphnia magna i?
Raphidocelis subcapitata NIVA CHL 1 Daphnia magna No
Micractinium pusiflum CCAP 248/1 Daphnia magna No
Pediastrum duplex SAG 261-3° Daphnia magna No
Pinaktosphaeria maxima CCAP 65/1 Daphnia magna No
Bacillariophyceae ,
Synedra tenuis CCAP 1080/2 Daphnia pulex &7
Asterionella formosa CCAP 1005/9 Daphnia pulex No
Cyanophyceae

Microcystis aeruginosa NIVA-CYA 43 Daphnia magna No
Oscillatoria agardhii NIVA.CYA 116 Daphnia magna No
Aphanizomenon flos-aquae CYA 142 Daphnia magna No
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Tabla 4. Especies de zooplancton probadas para la habilidad de inducir la formacién de colonias en
Scenedesmus (Tomado de Van Donk et al., 1999).
Zooplancton Induccién de colonias  Densidad (ind. 1)*
en Scenedesmus

Cladocera

Daphnia magna Si 20
Daphnia pulex Si 20
Daphnia gal.eata St 50
Daphnia hyal.ina Si 100
Daphnia cucullata Si 400
Bosmina longirostris Si 1000
Chydorus sphaericus No 500
Simocephalus vetutlus Si 200
Copepoda

Eudiaptomus gracilis Si 200
Cyclops agilis - No 200
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Hipotesis

Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda cambian su morfologia ante
la presencia de zooplancton herbivoro y en la induccion de cambios morfolégicos influye la
talla del zooplancton. '

La morfologia de Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda
representa un mecanismo de defensa a la herbivoria.

El grado en que la morfologia de Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus
quadricauda fanciona como mecanismo de defensa depende de 1a talla del herbivoro.

Objetivos generales

1. Evaluar si Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda presentan
cambios morfoldgicos ante la presencia de zooplancton herbivoro de diferentes tallas.

2. Determinar la respuesta numérica y la tasa de aclaramiento de zooplancton de diferentes
tallas al ser alimentado con Scenedesmus acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda.

Objetivos particulares

e Determinar si existe un cambio en la morfologia de los cenobios de Scenedesmus
acutus f. alternans y Scenedesmus quadricauda ante la presencia de zooplancton de
talla grande (Daphnia pulex), mediana (Ceriodaphnia dubia), y pequefia (Brachionus
calyciflorus y Brachionus patulus).

e En caso de presentarse cambios en los cenobios, evaluar si existe una relacién entre
induccidn de cambios morfolégicos y la talla del zooplancton.

e Evaluar el efecto de Scenedesmus acutus f. alternans y €l de Scenedesmus quadricauda
en el crecimiento poblacional de D. pulex, Ceriodaphnia dubia, B. calyciflorus y B.
patulus.

o Cuantificar la tasa de aclaramiento de D. pulex, Ceriodaphnia dubia B. calyciflorus y B.
patulus en Scenedesmus acutus f. alternans y en Scenedesmus quadricauda.

TESIS CON
 FALLA DE ORICEN
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Disefio experimental

El disefio experimental se dividi6 en tres fases. En la primera de elias se obtuvieron a los

organismos experimentales y se desarrollaron pruebas preliminares para conocer el tamafio

de los organismos, medio de cultivo adecuado y sedimentacion —esto hltimo solo para las

dos especies de Scenedesmus-. La segunda fase consistié en experimentos encaminados a

evaluar el efecto de la morfologia de Scenedesmus acutus y S. quadricauda en el

zooplancton. En la tercera fase se realizaron experimentos para determinar el efecto de el

zooplancton en la morfologia de S. acutus y S. quadficauda. En la figura 1 se presentan las

tres fases del disefio experimental.

Fase 1

Obtencion y cultivo de las
cepas de zooplancton.

Obtencion de las cepas de
Scenedesmus.
Determinacion del medio de
cultivo. ‘
Crecimiento poblacional.
Tasa de sedimentacién.

Fase 2

Crecimiento poblacional del
zooplancton alimentado con
Scenedesmus.

Tasa de aclaramiento del
zooplancton  filtrando en
Scenedesmus.

Fase 3

Fig. 1 Fases del disefio experimental.

Evaluacion del efecto del
zooplancton en la morfologia
de Scenedesmus.

A continuacion se detallan los materiales y métodos empleados en cada fase.
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Fase 1.

1. Obtencion y cultivo de las cepas.

Las cepas de Ceriodaphnia dubia y Daphnia pulex fueron recolectadas del embalse Manuel
Avila Camacho (Presa de Valsequillo), en el estado de Puebla; la de Brachionus
calyciflorus fue colectada en el Lago de Chapultepec, ubicado en la Ciudad de México, y la
de B. parulus de la presa Santa Elena, cn el Estado de Meéxico. Todas las especies de
zooplancton fueron aisladas y mantenidas en condiciones de laboratorio por més de un afio
en el laboratorio de Zoologia Acuatica de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de ia
UNAM. En la Fig. 2 se muestran imégenes de las cuatro especies de zooplancton, las
fotografias pertenecen al laboratorio de Zoologia Acuatica. El zooplancton fue cultivado en
medio EPA (Anexo 2) y alimentado con Chlorella vulgaris; de forma previa a los
experimentos y con el fin de aclimatar a los organismos, se cambié el alimento de
mantenimiento por Scenedesmus. La talla de los organismos usados en los experimentos se

muesira en la Tabla 5.

Tabla 5. Talla del zooplancton usado en los experimentos (promedio + error estandar).

Especie Largo (um) Ancho (um)
B. patulus 108 + 2 11312
B. calyciflorus 175 + 4 150 £ 3
C. dubia 759 +7 504 +8
D. pulex 2408 + 40 1424 + 32

Las cepas de Scenedesmus empleadas se adquirieron del cepario de la Universidad
de Texas vy se encuentran registradas con las claves 72, Scenedesmus acutus f. alternans, y
614, Scenedesmus quadricauda, (para mas detalles sobre las cepas ver el Anexo 1). En la
Fig. 3 se pueden apreciar imégenes de las dos especies de Scenedesmus, las fotografias
fueron tomadas en un Microscopio Olympus modelo BX50, con camara digital marca
SONY modelo CCD-IRIS, con objetivos planfluorita y la técnica que se empled fue la de
Observacién con Contraste de Interferencia Diferencial, Nomarski (NDICO, por sus siglas
en inglés, Nomarski Differential Interference Contrast Observatibn), y se trabajaron con el

software Image-Pro plus, version 3.0 para Windows. Las cepas de Scenedesmus se
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encontraban en medio Proteasa (Anexo 2) y de forma preliminar se

cultivo Bold (Anexo 2).

cambiaron al medic de

Fig. 2. Las imagenes muestran a (A) Brachionus patulus, (B) Brachionus calycifiorus, (C) Criodaphnia dubia

y (D) Daphnia pulex.

TESIS CON
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Fig. 3. Imagenes de Scenedesmus acutus f. alternas. (fotografias superiores) y Scenedesmus quadricauda

(fotografia inferior).
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1.1 Cultivo de Scenedesmus acutus f. alternans y S. quadricauda en medio Bold.

a)
b)

Se esterilizaron 10 matraces con 500 m! de medic Bold cada uno.

- Posteriormente, se esterilizo el asa de siembra exponiéndola a la flama del mechero, se

espero hasta que se enfrié para proceder a hacer un raspado de la cepa de Scenedesmus
acutus . alternans e inocularla en 5 recipientes de vidrio, a los que se les colocd una
tapa con dos orificios de aproximadamente 3 milimetros. Esta operacién se repitié para
inocular Scenedesmus quadricauda en los 5 matraces restantes.

Lo anterior se llevo a cabo en una campana de flujo laminar para evitar que los cultivos
se contaminaran con otros microorganismos.

Para que el cultivo tuviera una mejor oxigenacion, se introdujo un tubo de vidrio
conectado a un flujo de aire en cada matraz.

Se expusieron los matraces a un fotoperiodo continuo utilizando ldmparas de luz blanca
de 30 watts hasta que el tono de la solucién fue verde obscuro.

Los recipientes se colocaron en refrigeracion hasta que las algas se sedimentaron.

Se decantaron los recipientes y se hizo un concentrado para cada especie de

Scenedesmus.

1.2 Cuantificacion del niimero de células por mililitro en cada concentrado de

Scenedesmus.

El método que se usé es el propuesto por Stein (1973).

a)

b)

Con la pipeta se colocé una gota en el area cuadriculada de cada plataforma de la
camara cuentaglébulos de Neubauer (Anexo 3) —cuidando no sobrepasar dicha area- y
se colocé el cubreobjetos.

En el microscopio 6ptico se conto el nimero de células que se encontraban en €l cnadro

central (que a su vez esta dividido en 25 pequefios cuadros de 200 um).

El procedimiento se hizo para cada plataforma de la camara cuentaglobulos por triplicado

c)

y los resultados se promediaron.
La densidad (d) de la suspensidn fue:

d = 10* x niimero de células promedio

TEsS CON
FALLA DE ORIGEN
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1.3 Equivalencia en biomasa del fitoplancton.
Debido a la diferencia en tamafio entre ambas especies de Scenedesmus, con una
Electrobalanza Cahn (C-33), se obtuvo el peso seco de un mililitro (con una densidad de
células conocida) de cada especie de Scenedesmus —con 20 réplicas- y se calculé el peso
por célula; en el caso de Scenedesmus acutus f. alternans fue de 0.026 ng para vy de 0.130
ng para S. guadricauda.

Con base en lo anterior se determiné la cantidad de inoculo inicial en el crecimiento
poblacional de las algas y la densidad de algas empleada en los experimentos de induccién

de colonias, tasa de aclaramiento y crecimiento poblacional de zooplancton.

2. Crecimiento poblacional de Scenedesmus.

a) En una botella de plastico con 1.5 litros de medio Bold se inoculd Scenedesmus (el
inoculo inicial fue de 4.3 células mI' de Scenedesmus acutus f. alternans y de 0.86
células ml™ de S quadricauda).

b) Posteriormente la botella se expuso a un fotoperiodo continuo utilizando lamparas de
luz blanca de 30 watts y se oxigené introduciendo un tubo de vidrio conectado a un
flujo de aire.

c) Lo anterior se hizo con cuatro repeticiones para cada especie de Scenedesmus.

d) Cada tercer dia se cuantificé la densidad del cultivo en cada recipiente de vidrio
mediante el procedimiento descrito en la seccién 1.2 hasta que la grafica del promedio

de la densidad diaria por especie mostraba disminuir o se estabilizaba.

La tasa de crectmiento poblacional (r) fue calculada usando la férmula:
r=(InN—InNy/t
Donde N, es el numero de células de la poblacion en el tiempo £ Ny es el nimero de
células inicial y £ es el intervalo de tiempo transcurrido de Ng a N..
La tasa de crecimiento se calculé para cada réplica por separado en diferentes intervalos
de tiempo y se promedié. Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza de
dos vias (Sokal y Rohlf, 2000). En todos los analisis estadisitcos la cifra que aparece

después del + es el error estandar.
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2.1 Cuantificacion de clorofila a.

Durante el tiempo que se midié el crecimiento poblacional de Scenedesmus acutus y S.
quadricauda, se tomo 0.05 1 de muestra de cada botella y se filtr6 a través de un filtro de
fibra de vidrio Whatman GF/C (624 mm) para la posterior cuantificacién de clorofila a.

La extraccion de clorofila se hizo agregando a cada filtro 10 ml de cloroformo y
metanol en una proporcién 2:1 (Wood, 1985); los filtros fueron macerados y se dejaron en
completa oscuridad por cuatro horas; posteriormente, se centrifugaron las muestras por 10
minutos a 6000 r.p.m.

Por 1ltimo, se midid, en un espectofotometro Turner modelo sp 870, la absorbancia
de cada muestra en tres longitudes de onda 665, 645 y 630. La clorofila a (ug 1) fue
determinada con ia formula de Talling (1969):

Clorofilaa=Ca X (V/vX])
Donde V = volumen de la muestra

v = volumen del solvente

| = paso de la cuveta en centimetros

Ca = 11.85 X (absorbancia en A 664) - 1.54 X (absorbancia en A 647) - 0.08 X

(absorbancia en A 630)

3. Sedimentacion de Scenedesmus.

Para observar la diferencia en ¢l tiempo de sedimentacion de S. acutus y S. quadricauda, en
un vaso con 50 ml de agua destilada se agreg6 Scenedesmus con una densidad conocida y
se contd, en diferentes horarios, las células en la superficie de la columna de agua; el
experimento termind cuando ya no hubo células en la superficie.

Durante las primeras dos horas se conté cada 20 minutos, posteriormente se contd a
las 4,8 y 16 horas.

La cuantificacién de las células se hizo de acuerdo con el procedimiento descrito en

la seccidn 1.2 y el experimento se realizé por triplicado para cada especie de Scenedesmiis.
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Fase 2.

1. Crecimiento poblacional del zooplancton en Scenedesmus.

El método para evaluar el crecimiento poblacional del zooplancton es el propuesto por

Sarma y Nandini (1999).

a) Para cada especie de Scenedesmus en dos densidades (0.5 y 2.0 X 10° células ml™ de S,
acutus y 0.1 y 0.4 X 10° células ml™" de . quadricauda) en un vaso de 250 ml con 50
ml de EPA se colocé 1 ind. ml" de B. calyciflorus o B. patulus; 6 0.2 ind. ml? de D.
pulex o C. dubia de diferentes edades tomadas al asar , lo anterior se lleva acabo con
cuatro réplicas.

b) Los vasos se expusieron a un fotoperiodo continuo (12:12 horas luz:oscuridad)
utilizando l4mparas de luz blanca de 30 watts.

c) Se cuantificé diariamente el nimero de individuos en cada vaso en un microscopio
esterescopico; en el caso de los rotiferos cuando se sobrepaso 20 ind. ml' se
cuantificaron las densidades de tres alicuotas de un mililitro.

d) Diariamente se cambio el EPA con el alga usando siempre las mismas densidades.

e) Se graficé el promedio diario de los organismos en cada grupo de réplicas y el
experimento se detuvo cuando se observo un descenso en la densidad o que la
poblacién se estabilizaba.

f) A partir de los resultados obtenidos para cada replicado en tres intervalos de tiempo se
estimo la tasa de crecimiento poblacional () con la siguiente férmula:

r=(nN—InNg/t
Donde N, es el nimero de individuos de la poblacién en el tiempo ¢, Np es el mimero de

células inicial y ¢ es el intervalo de .tiempo transcurrido de Ny a N,.

Los resultados de r fueron promediados para cada especie de zooplancton en cada
densidad de alga, v se analizaron con un analisis de varianza de dos vias y en caso de

encontrarse diferencias significativas se aplico la prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 2000).

1.1 Cambios en la talla del zooplancton.

En el caso de los cladoceros, de forma anexa se evalué la relacion entre talla y peso al ser
alimentado con Scenedesmus acutus y con S. quadricauda. El procedimiento empleado fue

el siguiente:
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Para cada especie de Scenedesmus, usando una sola densidad (0.5 X 10° células ml”' de
S. acutus y 0.1 X 10° células ml! de S. quadricauda) en un vaso de 250 ml con 50 ml
de EPA se colocaron 0.2 ind. mI"' de D. pulex o C. dubia de diferentes edades tomadas
al asar , con cuatro réplicas.

Los vasos se expusieron a un fotoperiodo continue (12:12 horas luz:oscuridad)
utilizando lamparas de luz blanca de 30 watts y diariamente se renovd el medio.
Después de una semana se retiraron a los organismos

Se tomaron 5 organismos de cada réplica y se midieron en un microscopio éptico con
un tubo de dibujo marca Nikon.

Posteriormente se dejo secar a los organismos por 24 horas en una estufa a 50° C.

Por dltimo se pesé a los organismos en una electrobalanza Cahn (C-33).

Los resultados fueron analizados con un analisis de varianza de una via y en caso de

encontrarse diferencias significativas se aplic6 la prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 2000).

2. Tasa de aclaramiento.

Debido a que existen reportes que indican que la concentracion de Scenedesmus empleada

en los experimentos de forrajeo afectan los resultados (Sarma et al., 1996; Van Donk, 1997;

Van Donk et al.,1999) se cuantificé la tasa de filtracion de Daphnia pulex, Ceriodaphnia

dubia, Brachionus calyciflorus y Brachionus patulus con dos densidades de alga diferentes

para cada especie de Scenedesmus, 0.5 y 2.0 X 10° células ml™ de S. acutus v 0.1 y 0.4 X

10° células m1” de . quadricauda.

El método para medir la tasa de aclaramiento es el empleado por Peters (1984).

a)

b)

De forma preliminar se colocaron en inanicidon los organismos de zooplancton por un
lapso de 30 minutos;

Posteriormente se colocaron 100 ind. ml” de B. calyciflorus o B. patulus; 6 2.5 ind. ml”
de D. pulex 6 5 ind. ml™ de C. dubia en un tuvo de ensaye con 2 ml de medio EPA y
Scenedesmus en las dos densidades descritas anteriormente.

Después de 15 minutos se agitaron los tuvos de ensaye.
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d) Transcurridos 30 min. se retird al zooplancton y se cuantificé inmediatamente la
densidad de algas en el recipiente experimental mediante el procedimiento descrito en
la seccidn 1.2.
e) El experimento se realizé con cuatro réplicas.
f) La tasa de aclaramiento ((3) fue calculado en cada réplica con la siguiente ecuacion:
G=V[InCyu-InCy]/tN
Donde:
V = volumen de la pruecba
Cyt = concentracion del alimento en el tiempo t
Cho= concentracién del alimento inicial en el control
t = duracidén del experimento

N = nimmero de animales

Los resuliado de G fueron promediados para cada especie de zooplancton en cada
densidad de alga empleada para las dos especies de Scenedesmus y los resultados fueron
analizados con un analisis de varianza de dos vias y en caso de encontrarse diferencias

significativas se aplico la prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 2000).

Fase 3.

6. Efecto del zooplancton en Scenedesmus.

En este experimento se utilizaron tres tratamientos:
i) Zooplancton alimentado con Chlorella vulgaris
1if) Zooplancton alimentado con S. quadricauda

iv) Zooplancton sin alimento.

a) En un vaso de 250 m! -mds tres replicas- con 50 ml de EPA y 0.5 X 10° células ml" de
S. acutus 6 0.1 X 10° células ml" de . quadricauda, se colocd un filtro con una malla
de 10 micras en el que se encontraba 1 ind. ml" de B. calyciflorus o B. patulus; 6 0.2
ind. ml" de D. pulex o C. dubia y en el caso de los tratamientos i) y ii) 1 X 10 células

ml™ de Chiorella vulgarins 6 0.1 X 10° células ml" de S. quadricauda respectivamente.
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b)

d)

En un microscopio 6ptico con un tubo de dibujo calibrado, marca Nikon, se midieron
100 colonias de cada tratamiento, en el caso de S. acutus se tomo el largo y ancho de la
colonia y se contaron el numero de células que integraban al cenobio; para S.
quadricauda se midi¢ ademés el largo y ancho incluyendo las espinas.

Se dejé a los vasos experimentales por un periodo de 48 horas expuestos a un
fotoperiodo continuo de 12:12 horas luz:oscuridad utilizando lamparas de iuz blanca de
30 watts.

Posteriormente se retiraron los filtros y se tomaron medidas de las mismas
caracteristicas descritas en el paso b, ‘de 20 colonias en cada replica para cada
tratamiento.

Los resultados fueron evaluados mediante un analisis de varianza de una via y en caso
de encontrarse diferencias significativas se aplicd la prueba de Tukey (Sokal y Rohlf,
2000).
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Resultados.
1. Crecimiento poblacional de Scenedesmus acutus f. alternans y §. quadricauda.

Para evaluar el crecimiento poblacional de Scemedesmus acutus f. alternans y S.
quadricauda en medio Bold se usé la misma biomasa como inéculo inicial y es notorio que
los valores de clorofila  son muy semejantes en el dia cero (ver Fig. 4 (B) v 5 (B)). En las
dos especies de Scenedesmus, la fase de crecimiento exponencial se dio en los primeros
ocho dias de cultivo, y durante este periodo la clorofila @ también aumentd de foﬁna
exponencial (ver Fig. 4 y 5), el analisis de varianza (ANDEVA) de una via mostrd que en
esta fase los valores de clorofila ¢ no difieren de forma significativa entre ambas especies
de Scenedesmus. El dia de abundancia maxima se presenté el dia 13 en el cultivo de S.
acutus f. alternans y en el 8 para S. quadricauda. Los cultivos de S. acutus alcanzaron una
mayor biomasa; no obstante, en ¢l ANDEVA de una via las tasas de crecimiento de
Scenedesmus acutus f. alternans (0.49 + 0.04) y §. quadricauda (0.48 * 0.02) no difirieron

de forma significativa.

(A) . (B)
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< o~ 300
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0 2 4 6 g8 10 12 14 16 ) 2 4 6 g8 10 12 14 1B
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Fig. 4 Crecimiento poblacional (promedio % error estandar) de Scenedesmus acutus f. alternans. Las graficas

muestran el crecimiento en relacién con la biomasa (A) y en relacion con la produccién de clorofila a (B).
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Fig. 5 Crecimiento poblacional (promedio + error estandar) de Scenedesmus quadricauda. (A) muestra el

crecimiento en relacion con la biomasa y (B) en relacion con la produccion de clorofila a.

2. Sedimentacion de Scenedesmus

En la Fig. 6 se observa que la sedimentacién de Scenedesmus quadricauda es mayor que la
sedimentacion de Scenedesmus acutus. En S. quadricauda durante las primeras dos horas,
sélo el 10% de las células se mantuvieron en la superficie de la columna de agua, mientras
que, en S. acutus, a las cuatro horas de haber iniciado se encontraba el 50% de las células
que fueron contadas de forma inicial.

El tiempo que tardaron en salir de la superficie de la columna de agua todas las

células de S. acutus fue cuatro veces menor que el de S. quadricauda.
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Fig. 6. Periodo de sedimentacion (promedio <+ error estdndar) de las células de Scenedesmus acutus y S.
quadricauda.

3. Crecimiento poblacional del zooplancton en Scenedesmus.

El crecimiento poblacional de Brachionus patulus difirié tanto para las especies de
Scenedesmus con la que fue alimentado como en la biomasa de alimento empleada.
Brachionus patulus al ser alimentado con S. acutus, logré tener una abundancia mayor en la
biomasa baja de alimento (bb), que corresponde a 0.013 ng X 10® ml" (Fig. 7 (A)). Se
puede observar que durante los primeros ocho dias el comportamiento de la poblacion es
muy homogéneo, a partir del dia ocho se nota un crecimiento mas acelerado de la
poblacion. Para el tratamiento cdn S. Acutus, en la concentracion de biomasa alta (ba) -que
corresponde a 0.052 ng X 10° mI™'-, B. patulus mantuvo su poblacién con una abundancia
muy baja por diez dias después de los cuales decrecié su densidad (Fig. 7 (A)).

En los experimentos con S. quadricauda se determino que B. patulus no logra

crecer, pero resalta que en la ba (que también corresponde a 0.052 ng X 10° X mI™), la
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poblacién disminuyé a cero en 10 dias, mientras que en la bb ( que equivale a 0.013 ng X

10° ml™), esto ocurrié hasta el dia 17 (Fig. 7 (B)).

(A)
£ 7 0013 ng x 105 x m/! 7
< g 6 0.052 ng x 108 x e
5
s 5 5
[
S !
8 3 3
8
o 2 2
=
_g 14 14
G
g 0 0
S 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 B8 10 12 14 16 18

Tiempo (Dias)

(B)

20 20

0.013 ng x 10°% x mi”*
15} 15}

0.052 ng x 10° x ™!

| TESIS CON

| | FALLA DE ORIGEN
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Densidad poblacional (ind. x mrq)
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Fig. 7. Crecimiento poblacional {promedio # error estindar, n = 4) de Brachionus patulus (108 + 2 um de
longitud) alimentado con Scenedesmus acutus (A) y 8. quadricauda (B). Las graficas superiores (A) y las
inferiores (B) varian en la escala asignada a la densidad poblacional.
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B. calyciflorus alcanzo una abundancia mayor en S. acutus que en S. guadricauda
(Fig. 8). En §. acutus la abundancia maxima fue de 27 (£ 2.07) individuos en un mililitro en
la bb y de 91 (+ 2.9) en la ba; mientras que en §. quadricauda la abundancia maxima se
alcanzo en la bb y solo llegd a 3 (£ 0.22). En la ba de S. acutus, la fase de crecimiento se
presenté durante los primeros nueve dias (Fig. 8 (A)). Esto mismo sucedio en la bb de S.
quadricauda; sin embargo, después de nueve dias la poblacién decrecié de forma abrupta v,
para ¢l dia catorce, todos los individuos estaban muertos (Fig. 8 (B)). En la ba de S.
quadricauda, la poblacion de B. calyciflorus no consiguié mantenerse y desde el primer
dia, la poblacion decayd (Fig. 8 (B)).

La poblacion de Ceriodaphnia dubia tuvo una tendencia similar a la de los rotiferos,
crecio mejor al ser alimentada con S. acutus que con S. quadricauda. En §. acutus, en las
dos biomasas de alimento, la fase de crecimiento se encontrd en los primeros 20 dias (Fig. 9
(A)); la abundancia méxima fue de 8 (+ 0.27) individuos en un mililitro en la bb, y de 20 (=
0.77) en la ba. En 8. quadricauda, en la bb, se observé un crecimiento muy limitado
durante los primeros diez dias, posteriormente la poblacién disminuyd, pero alrededor del
dia 25 se empez6 a recuperar (Fig. 9 (B)). En la ba de S. quadricauda, C. dubia mantuvo su
poblaciéon durante quince dias, después experimenté un periodo de crecimiento; sin
embargo el nimero maximo de individuos en un mililitro sélo llegd a 0.8 (+ 0.1} (Fig. 9
(B)).

A diferencia de las especies de zooplancton anteriores Daphnia pulex pudo crecer y
obtener una densidad similar en S. acutus y en S. quadricauda. Para D. pulex 1a abundancia
mas baja se encontrd en la bb de §. acutus (1.4 + 0.1} (Fig. 10 (A)). Para las dos
concentraciones de S. acutus, D. pulex tuvo una fase de crecimiento durante los primeros
diez dias, pero en la ba se aprecié un segundo periodo de crecimiento a partir del dia 23
(ver Fig. 10 (A)). Cuando D. pulex fue alimentada con la bb de S. quadricauda, el periodo
de crecimiento también se encontré en los primeros 10 dias, después de los cuales se
percibid un descenso en la poblacidn, pero alrededor del dia 22 la densidad se recupero y se
estabilizé (Fig. 10 (B)). En la ba de S. quadricauda la fase de crecimiento fue mas larga y
llegé hasta el dia 29. En D. pulex destaca que la abundancia maxima fue mayor en la da de

alimento, comparado con la bb, para las dos especies de Scenedesmus.
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Fig. 8. Crecimiento poblacional (promedio + error estandar, n = 4) de Brachionus calyciflorus (175 £ 2 ym de
longitud) alimentado con Scenedesmus acutus (A) y §. quadricauda (B). Resalta la diferencia de escala entre
las graficas que muestran el crecimiento de la poblacion de B. calyciflorus en (A) y en (B).
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Fig. 9. Crecimiento poblacional {promedio + error estindar, n = 3) de Ceriodaphnia dubia {759 £ 7 um de
longitud) en Scenedesmus acutus (A) y S. quadricauda (B). Las graficas superiores {A) e inferiores (B) tienen
una marcada diferencia en la escala del eje que corresponde a la densidad poblacional.
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Fig. 10. Crecimiento poblacional (promedio + error estdndar, n = 3) de Daphnia pulex (2408 £ 40 pm de
longitud) en Scenedesmus acutus (A) y S. quadricauda (B).
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De acuerdo con el ANDEVA de dos vias la abundancia maxima de B. patulus fue
significativamente diferente en las dos especies de Scenedesmus y en las dos biomasas de
alimento (Tabla 6). Una comparacién posterior, por medio de la prucba de Tukey, indicd
que el efecto de la biomasa sdlo se presentd en la abundancia maxima de B. patulus
alimentado con Scenedesmus acutus y que las dos concentraciones de biomasa de S.
quadricauda junto con la ba de §. acutus pertenecian un grupo homogéneo (Fig. 11 (A)).

En B. calyciflorus la abundancia maxima difirié de forma significativa por especie
de alga (F = 1168; p < 0.001) y biomasa (F = 362; p < 0.001) (Tabla 6). En la prueba de
Tukey se encontré que la abundancia méaxima difirié en relacidon con el alga que se use
como alimento y en que el efecto de la bio_masa disponible como alimento afectd
unicamente el tratamiento con S. acutus (Fig. 11 (B)).

La abundancia maxima de C. dubia fue diferente de forma significativa tanto por
especie de alga (F = 345; p < 0.001), como por biomasa (F = 79; p < 0.001) (Tabla 6). En la
comparacidn posterior se encontré que el efecto de la concentracién de alga empleada no se
presenté S. quadricauda (Fig. 11 (C)). '

La abundancia maxima de D. pulex no fue estadisticamente diferente en ninguno de

los tratamientos (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias de la densidad méxima del zooplancton alimentado con
Scenedesmus. Los asteriscos indican el valor de p, si p <0.05 entonces se usa un asterisco, cnando p < 0.01 se
usan dos y si p < que 0.001 entonces se le agrega al valor de F tres asteriscos.

Especie Variable df MS df MS F
efecto  efecto  emor error

Brachionus patulus Tipo de alga (A) 1 31.64 12 0.85 37.27%%%
Biomasa del alga (B) 1 7.70 12 0.85 9.07*
AxB 1 7.43 12 0.85 8.75%

Brachionus calyciflorus  Tipo de alga (A) 1 123365 12 10.55 1168.93 %
Biomasa del alga (B) 1 404115 12 10.55  382.91%**
AXB 1 447829 12 10.55 424 33%*x

Ceriodaphnia dubia Tipo de alga (A) 1 51535 8 1.49 344 73%**
Biomasa del alga (B) 1 117.56 8 1.49 TB.64%**
AxB 1 10208 8 1.49 68.28***

Daphnia pulex Tipo de alga (A) 1 213 8 0.75 2.84

’ Biomasa del alga (B) 1 2.87 g 0.75 3.84

AxB 1 1.12 8 0.75 1.50
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Fig. 11. Densidad poblacional maxima de Brachionus patulus (A), B. calyciflorus (B), Ceriodaphnia dubia
(C) y Daphnia pulex (D) alimentados con Scenedesmus acutus y S. quadricauda. Las letras que se encuentran

en la parte superior de las barras indican si los grupos son homogéneos, de acuerdo con la prueba de Tukey («
=0.05).

Considerando que B. patulus no pudo crecer al ser alimentado con §. quadricauda,
el dia de abundancia maxima se presenté en promedio en el dia uno (Fig. 12 (A)). En S.
acutus abundancia maxima correspondid al dia 10 (+ 0.3) en la bb y a 8.5 (£ 0.96) en la ba.

La diferencia en el dia de abundancia maxima fue significativa dependiendo de la especie
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de alga (F = 274.96; p<0.001) (Tabla 7). En la prueba de Tukey se corroboré que existen
dos grupos homogéneos; el primero lo conformaron las dos biomasas disponibles de S
acutus, en el segundo se agruparon la bb y la ba de S. quadricauda (Fig. 12 (A)).

En B. calyciflorus, el dia de abundancia maxima se alcanzd primero en la
concentracion de ba de las dos especies de Scenedesmus (Fig. 12 (B)), pero es necesario
distinguir que B. calyciflorus en la ba de S. quadricauda no pudo crecer (Fig. 8 (B)). En la
bb de alimento el dia de abundancia maxima fue el 7 (= 0.0) en S. quadricauda y el 11.5 (+
0.5) en S. acutus (Fig. 12 (B)). El dia de abundancia méaxima fue estadisticamente diferente
en relacion con la especie de alga empleada y la concentracion de biomasa (Tabla 7). La
comparacion de los tratamiento indicd que no existian grupos homogéneos (prueba de
Tukey) (Fig. 12 (B)).

En Ceriodaphnia dubia, la abundancia maxima llegé primero en la b de alimento
de 8. quadricuda y es notorio que en el dia de abundancia maxima en la ba existe un
desplazamiento (Fig. 12 (C)). Aun cuando el dia de abundancia maxima no fue el mismo
para las dos biomasas disponibles de S. acutus, la diferencia no fue significativa y forman
un grupo homogéneo (Fig. 12 (C)). El ANDEVA de dos vias mostré una diferencia
significativa dependiente de la biomasa de alga (Tabla 7) pero en la comparacion posterior
de los grupos se encontré que la diferencia en funcidn de la biomasa sélo se cumple en S.
quadricauda y que también hubo un efecto en relacion con la especie de alga empleada
(Fig 12 (C)).

En Daphnia pulex el dia de abundancia méxima fue entre el dia 27 y 28 (Fig. 112
D) y no hubo diferencia significativa para ningun tratamiento (Tabla 7).

Las tasa de crecimiento (r) de B. patulus tuvo un comportamiento similar en las dos
biomasas de S. acutus (Fig. 13 (A)). En . quadricauda r fue negativa en las dos biomasas
empleadas, si embargo, el valor absoluto de r en la ba fue mayor ( |r| = 0.57£0.05), es
decir, la poblacién decrecid de forma mas acelerada (Fig. 13 (A)). La r de B. patulus varié
de forma significativa tanto por tipo de alga como por biomasa de alimento (Tabla 8).
Mediante la prueba de Tukey se hallé que la r en la bb y la ba de S. acutus forman un grupo
semejante (Fig. 13 (A)).
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Fig. 12. Dia de densidad poblacional méxima de Brachionus patulus (A), B. calyciflorus (B), Ceriodaphnia
dubia (C) y Daphnia pulex (D) alimentados con Scenedesmus acutus v S. quadricauda. Las letras que se
encuentran en la parte superior de las barras indican si los grupos son homogéneos, de acuerdo con la prueba

de Tukey (o = 0.05).
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Fig. 13. Tasa de crecimiento de Brachionus patulus (A), B. calyciflorus (B), Ceriodaphnia dubia (C) y
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parte superior de las barras indican si los grupos son homogéneos, de acuerdo con la prueba de Tukey (o =
0.05).
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En B. calyciflorus, la r mayor se reporté en la ba de §. acutus (0.65 % 0.008)
mientras que en la ba la r fue de sélo la mitad (0.32 + 0.004) (Fig. 13 (B)). En S
quédricauda la r fue mayor en la bb (0.18 + 0.007) y fue negativa en la ba (- 0.21 £ 0.05).
Aun cuando en el ANDEVA de dos vias no se encontré diferencias importantes en la r en
relacion con la biomasa de alimento (Tabla 8), la comparacién posterior de los grupos
reveld que no habian grupos homogéneos (prueba de Tukey; Fig. 13 (B)).

En C. dubia, r fue mayor en S. acutus que en S. gquadricauda. En S. acutus la r fue
superior para la ba de alimento; por el contrario en S. quadricauda la r fue mayor en la bb.
en la concentracién de ba de §. acutus (Fig. 13). El ANDEVA de dos via indicé que la r
tuvo diferencias importantes dependiendo de la especie de alga usada (Tabla 8} y al aplicar
la prueba de Tukey se exhibié que en S. quadricauda también existia una diferencia en
funcién de la biomasa de alimento disponible (Fig. 13 (C)).

Para D. pulex la tasa de crecimiento mayor se dio en la ba de S. acutus (0.337
0.01). De forma parecida a lo ocurrido en C. dubia, la r de D. pulex al alimentarse con S.
quadricauda fue mayor para la bb (0.2647 £ 0.01) (Fig. 13 (D)). En la Fig. 13 (D) destaca
que la r en la &b de S. acutus y en la ba de S. guadricauda forman un grupo homogéneo, y

que la r difiere de forma importante dependiendo de la biomasa de alga usada.

Tabla 7. Analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias del dia de abundancia maxima del zcoplancton -
alimentado con Scenedesmus.

Especie Variable df MS df MS 3
efecto  efecto  error error

Brachionus patulus Tipo de alga (A) 1 31506 12 1.15 274.96%**
Biomasa del alga (B) 1 5.06 12 1.15 4.42
AxB 1 3.06 12 1.15 2.67
Brachionus calyciflorus  Tipo de alga (A) 1 68,06 12 0.65 105.39%**
Biomasa del alga (B) 1 162.56 12 0.65 251.71%%x*
AxB 1 14.06 12 0.65 21,77k
Ceriodaphnia dubia Tipo de alga (A) 1 4.08 8 1 4.08
Biomasa del alga (B) 1 396.75 8 1 396.75%*#
AxB I 31008 8 i 310.08%*+*
Daphnia pulex Tipo de alga (A) 1 2.08 8 6.5 0.32
Biomasa del alga (B) 1 0.08 8 6.5 0.01
AxB 1 0.75 8 6.5 0.12
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Tabla 8. Andlisis de varianza (ANDEVA) de dos vias de la tasa de crecimiento poblacional (r) dei
zooplancton.

Hspecie Variable df MS df MS F
efecto efecto . error  error

Brachionus patulus Tipo de alga (A) 1 1.38 12 0.006 223 16%%*
Biomasa del alga (B) 1 0.18 12 0.006  28.51%**
AxB 1 0.16 12 0.006  25.38%**
Brachionus calyciflorus  Tipo de alga (A) 1 1.076 12 0.003 33746+
Biomasa del alga (B) 1 0.001 12 0.003 0.35
AxB I3 0.470 12 0.003 147 3g*+*
Ceriodaphnia dubia Tipo de alga (A) I 0.082 12 0.001 125.04%%*
Biomasa del alga (B) 1 0.001 12 0.001 1.36
AxB I 0.019 12 0.001 28.32%%*
Daphnia pulex Tipo de alga (A) 1 0.008 8 0.002 412
Biomasa del alga (B) 1 0.001 8 0002 059
AxB 1 0.084 8 0.002  41.73%*

3.1 Cambios en la talla del zooplancton.

El ANDEVA de una via indicé que la longitud y la anchura de Ceriodaphnia dubia
variaron de forma significativa ( F = 125.3*** y F = 36.9*** respectivamente) en relacion
con las condiciones iniciales (alimentada con Chlorella vulgaris) y al ser alimentado con
Scenedesmus acutus o 8. quadricauda; 1a comparacion de los grupos, mediante una prueba
de Tukey, sefialé que tanto la anchura como la longitud forman un grupo homogéneo en §.
acutus y S. quadricauda que difiere con la condicion inicial (Tabla 9). En cuanto al peso de
C. dubia, las tres condiciones son semejantes (F = 0.3; p>.5).

La longitud, la anchura y el peso de Daphnia pulex al ser alimentada con S.
quadricauda fueron diferentes de forma significativa (o = 0.05) con la condicién inicial
(Tabla 10). Cuando Daphnia pulex se alimentdé con S. acutus la anchura fue
significativamente diferente a las otras dos condiciones, pero la longitud formé un grupo
homogéneo con los individuos alimentados con S. guadricauda y el peso formé un grupo |

homogéneo con la condicidn inicial (Tabla 10).
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Tabla 9. Talla y peso {promedio + ervor estindar pm) de Ceriodaphnia dubia. Letras similares en las
columnas indican gue los grupos son homogéneos, de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05).

Longitud Anchura Peso
Inicio 759 7 b 504 8 a 0.019 £0.003 a
S. acutus 871 25D 606 +24 b 0.020 £0.005a
S. quadricauda 830 +19b 574 +11b 0.023 +0.003 a

A

Tabla 10. Talla y peso (promedio + error estandar pm) de Daphnia pulex. Letras similares en las columnas
indican que los grupos son homogéneos, de acuerdo con la prueba de Tukey (o = 0.05).

Longitud Anchura Peso
Inicio 2408 40 a 1424 32 a 0.07 +0.003 a
S. acutus 2581 £77b 1658 +65b 0.13 £0.037 a
S. quadricauda 2838 +53b 1702 +35c¢ 0.16 +0.009 b

4. Tasa de aclaramiento.

Brachionus patuius tuvo una tasa de aclaramiento (G) mayor en S. acutus que en S.
quadricauda (Tabla 11). En ambas especies de Scenedesmus la G fue mayor en la bb de
alimento. La G fue estadisticamente diferente dependiendo tanto de la especie de alga (F =
17.42; p< 0.01) como de la biomasa {F = 5.06; p < 0.05) (Tabla 12). En la comparacién
posterior se encontraron dos grupos homogéncos, un grupo se conformé por las dos
biomasas de S. acutus y la ba de S. quadricauda; el segundo grupo s¢ integré por las dos
biomasas de S. quadricauda.

Brachionus calyciflorus exhibié una conducta semejante a la de B. patulus; la G fue
mayor en S. acutus que en 8. quadricauda y en las dos especies de alga la G fue mayor en
la bb (Tabla 11). En B. calyciflorus se observé una diferencia significativa en relacion con
la especie y a la biomasa de alga (Tabla 12), pero en la prucba de Tukey se aprecio
unicamente el efecto de la especie de alga (Tabla 11).

En el caso del cladécero Ceriodaphnia dubia destaca que la G es semejante para
todos los grupos (Tabla 11) y no se encontraron diferencias estadisticas en €] ANDEVA de
dos vias (Tabla 12).

En Daphnia pulex G fue mayor en S. quadricauda y en las dos especies
Scenedesmus la G fue mayor en la ba de alimento (Tabla 11). Las tasas de acléramiento
fueron tuvieron una diferencia importante dada por el tipo de alga y la biomasa (Tabla 12).
En la prueba de Tukey se observé la presencia de dos grupos homogéneos 'y solo difirieron

de forma significativa la bb de 8. acutus y 1a ba de S. quadricauda (Tabla 11).
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Tabla 11. Tasa de aclaramiento (ml ind* h™') de zooplancton en Scenedesmus (promedio = error estandar).
Letras similares en las filas indican que los grupos son homogéneos, de acuerdo con la prueba de Tukey (o =

0.05) realizada para cada especie de zooplancton forrajeando dos biomasas de S. acutus y dos biomasas de S.
quadricauda.

Scenedesmus acutus Scenedesmus quadricauda
0.013 ng 0.052 ng 0.013 ng 0.052 ng
B. patulus 0.0202+£0.0013a 0.0189+00002a 0.0160*+0.0019b 0.0105£0.0012 ab
B. calyciflorus  0.0299 £0.00052 0.0251£0.0005a 0.0154 £0.0030b  0.0105 £ 0.0006 b
C. dubia 0.3489£0.0374a 0.2100£0.0089a 03124+0.11862 0.3715+0.0210a
D. pulex 07360+ 0.0403 a2 04864 £0.0316ab 0.9140+0.1034ab  0.679%9 - 0.0218b

Tabla 12, Anilisis de varianza (ANDEVA) de dos vias de la tasa de aclaramiento de zooplancton en

Scenedesmus.
Especie Variable df MS df MS F
efecto efecto error error

Brachionus patulus Tipo de 1 0.000158521 12 9.09854E-06  17.42**
alga (A)
Biomasa 1 4.60839E-05 12 9.09854E-06 5.06*
del alga (B)
AxB 1 1.89886E-05 12 9.09854E-06 2.09

Brachionus calyeiflorus  Tipo de 1 0.000848498 12 1.73351E-05 48.9%+*
alga (A)
Biomasa 1 94739E-05 12 1.73351E-05 5.47*
del alga (B)
AxB 1 9.04621E-09 12 1,73351E-05  0.0005

Ceriodaphnia dubia Tipo de 1 0.0117 8 0.012 0.976

‘ alga (A) '

Biomasa i 0.0294 8 0.012 2.451
del alga (B)
AxB 0.0048 8 0.012 0.398

Daphnia pulex Tipo de 1 0.1035 8 0.01 10.01**
alga (A)
Biomasa 1 0.1754 8 0.01 16.97+%+
del alga (B) '
AxB 1 0.0002 8 0.01 0.02

3. Efecto del zooplancton en Scenedesmus.

Para estudiar el efecto de las cuatro especies de zooplancton en la morfologia de
Scenedesmus se tuvieron cuatro tratamientos (7)) el testigo (sin zooplancton), (if)
zooplancton alimentado con §. quadricauda, (iii) zooplancton sin alimento y (i)
zooplancton alimentado con Chlorella vuigaris. t

En el analisis de la anchura de S. acutus las pruebas de ANDEVA de una via mostraron

que existian diferencias significativas entre los tres tratamientos y el testigo (Tabla 13); sin
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embargo en la comparacion posterior s¢ encontrd que para B. patulus, B. calyciflorus y D.
pulex las diferencias eran entrc los tratamientos i ,iii y iv, y se formaron grupos
homogéneos que incluian al testigo, solamente el lote de Ceriodaphnia dubia formo un
grupo homogéneo que contenia a los tres tratamientos con zooplancton y diferia de forma
significativa del testigo (Tabla 14).

En la longitud de §. acutus en las dos especies de rotiferos se encontraron diferencias
importantes entre tratamientos (F= 7.17; p < 0.001 para B. patulus y F = 5.16; p <0.01 para
B. calyciflorus) (Tabla 13); la prueba de Tukey indicd que en B. patulus solamente el
tratamiento i fue diferente del testigo y en B. calyciflorus el iv fue diferente del testigo
(Tabla 14). En el lote de D. pulex hubo diferencias significativas entre los tratainientos (F=
5.75; p < 0.001) (Tabla 13) pero dnicamente el ii fue diferente del testigo (Tabla 14). En C.
dubia también hubo diferencias significativas (F = 7.8; p < 0.001) (Tabla 13), y el
tratamiento if y iv tuvieron un comportamiento homogéneo que diferia del testigo (Tabla
14).

En cuanto al mimero de células que forman el cenobio de S. acurus la inica especie de
zooplancton que tuvo diferencias entre tratamientos y el testigo fue B. calyciflorus, en
donde iv no fue homogéneo (Tablal4).

Para §. quadricauda no se encontraron diferencias entre los tratamientos y el testigo en
relacién con la anchura, longitud con espinas y ntiimero de células, en todas las especies de
zooplancton probadas (Tabla 15). En el analisis del largo se observé que C. dubia tuvo un
efecto importante dependiente de los tratamientos (F = 4.45; p < 0.01) (Tabla 15) yen la
comparacién posterior se indicd que los tratamientos i y #ii formaban un grupo homogéneo
diferente del testigo (Tabla 16). En la anchura con espinas nuevamente C. dubia tiene un
efecto importante dependiente del tratamiento (F = 11.61; p < 0.001) (Tabla 15) y los

testigo. (Tabla 16).
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Tabla 13. Analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias del efecto del zooplancton en Scenedesmus
acutus.

8S df MS SS df MS F

efecto efecto efecto error €ITor eIror
Anchura
Brachionus patulus 1563.67 3 521.22  20649.81 160 129.06 4.04%*
Brachionus 295.83 3 98.61 1685040 161 104.66 0.94
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 769.57 3 256.52 1877991 161 116.65 2.20
Daphnia pulex 538.87 3 179.62 9232.09 162 56.99 3.15*
Longitud
Brachionus patulus 181.33 3 6044 288141 160 18.01 3.30*
Brachionus 39.79 3 13.26  2753.39 161 17.10 0.78
calyciflorus
Ceriodaphrnia dubia 205.46 3 6849  2476.27 161 15.38 4.45%*
Daphwia pulex 73.41 3 2447 2471.76 162 1526 1.60
No. de células
Brachionus patulus 4.24 3 1.41 154.32 160 0.96 1.46
Brachionus 1.88 3 0.63 125.70 161 0.78 0.80
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 4.76 3 1.59 153.82 161 0.96 1.66
Daphnia pulex 0 3 0 0 162 0 --

Tabla 14. Efecto del zooplancton en la talla de ( promedio = error estandar pm).

Anchura

Braskioras pandis 1773 =033s 235 =z111bt 2247 2079b 2151 :107ab
Brackiorus eavejlaus 17.73 20532 2036 z0.77ab 2183 £125b 1828 =0.38ab
Cericdaplania dubia 1773 =053z 2181 =100t 2366 =076t 21.72 =2092%b

Daphria puie 1923 2070sb 2290 =088a 2248 048b HA4T =092z
Longitud

Brackiorus patulur 1817 =041b 2092 =08lab 2047 =071ab 2138 =850
Braskorus caveiflorus 18,17 =041a 2106 =077t 158% =2081ab 1743 =060z
Carindgphvia dubix 1817 =041a 2247 =20.79b 2307 2224b 1913 =0.72ab
Daphria prdex 1987 £037a 1962 =088ab 1689 =068b 2135 2080z
Now da célulaz -

Brackioras pertulus 427 =018a 320 0382 308 =036z 333 ==03%;
Brackiorur caveiflorus 427 =018z 3982 =04ib 326 =2033ab 423 =018a
Cariodagplmia dubia 427 +018%a 300 =036a 321 20393 48 =033a
Deaphria pulst 487 0172 464 =030a2 4 =032a 317 =033z
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Tabla 13. Analisis de varianza (ANDEVA)} de dos vias del efecto del zooplancton en Scenedesmus

quadricauda.
Ss df MS 8s df MS F
efecto efecto efecto error error error

Anchura
Brachionus patulus 1563.67 3 521.22  20649.81 160 129.06 4.04%*
Brachionus 295.83 3 98.61 16850.40 161 104.66 0.94
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 769.57 3 256.52 1877991 161 116.65 2.20
Daphnia pulex 538.87 3 179.62  9232.09 162 56.99 3.15*%
Anchura espinas
Brachionus patulus 629.03 3 209.68 13122.06 159 82.53 2.54
Brachionus 1936.44 3 64548 11788.02 159 7414 B.7I¥¥*
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 2534.47 3 84482 11642.88 160 7277 11.61%**
Daphnia pulex 774.39 3 258,13 7793.55 162 48.11  3.37%
Longitud
Brachionus patulus 181.33 3 60.44  2881.41 160 18.01 3.36*
Brachionus 39.79 3 1326  2753.39 161 17.10 0.78
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 205.46 3 68.49  2476.27 161 15.38 4.45%*
Daphnia pulex 73.41 3 2447  2471.76 162 15.26 1.60
Longitud espinas
Brachionus patulus 793.01 3 26434  8978.03 160 56.11 4.71**
Brachionus 567.91 3 189.30  8580.05 161 53.29 3.55%
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 257.15 3 85.72  Bi33.73 161 50.52 1.70
Daphnia pulex 984.78 3 32826  8130.12 161 50.50 6.5%**
No. de células
Brachionus patulus 4.24 3 1.41 154.32 160 0.96 1.46
Brachionus 1.88 3 0.63 125,70 161 0.78 0.80
calyciflorus
Ceriodaphnia dubia 4.76 3 1.59 153.82 161 0.96 1.66
Daphnia pulex 0 3 0 0 162 0 --
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Tabla 14. Efecto del zooplancion en la talla de Scenedesmus quadricauda ( promedio * error estandar pmy).

i il it iy
Anchura
Brachons patulic 2683 £106a 3229 £2353a 3636 =276z 3785 =283
Bracviorus eaycifiorus 2993 z1.06a 2092 =186z 3309 =272a 2797 =117a
Cariodaptmia dubia 2895 =1.06a 3336 =301z 3441 =232a 30.31 =1350a
Daphvia pulax 3082 =0.78a 3343 =168a 3418 =125a 3347 1622
Anchura espinas .
Brachiontis patulus 2416 £10la 27535 =176a 30081 =1.7%a 23.68 =135a
Brackiorms capveffiorus 2416 £1.01a 30,77 =128ab 3156 =1.13b 3145 =140b
Cericdaphmia dubia 2416 =1.01a 3196 =102% 3332 =111t 31.28 =150t
Daphvia puia; 2005 =0.72a 3291 z151ab 3183 =147ab 34.8% =111z
Brachiontr patuln 2113 =0435a 22.72 =0380a 212 =0387a .16 =104a
Bractionu: calveiflaus 2113 20432 2068 20733 20351 +0.66a 2235 £105a
Caricdaoimia dubia 2113 =043a 21.04 20652 2263 20743 2433 =071t
Daphria pule: 2080 20402 2.4 0702 2238 20922 21.78 2073z
Brashorz; patufus 567 .79 e 1017 =163a 644 =103a 11.36 =166z
Brachiorzis caveiflarus 367 X009 a 6.93 =126a 906 =140a 10.76 £134a
Cericdapinia dubia 567 20792 8.58 =13%a 331 £107a 8.58 =13%a
Dephria pulse 680 20672 1243 219872 1222 1372 11.31 =164z
No, decélulax
Brachioraw; patulus 408 0%z 414 0202 437 =031a £19 =01%2a
Brackortis calvefflarus 408 20.0%a 419 £0.19= 436 =025z £.00 0002
Cor icdgploia dublia 408 =09z 4,50 20312 438 =026a 400 20002
Daphria pule: 400 =000z 400 =000 400 =000z 400 =000z
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Discusién

Durante los primeros ocho dias de crecimiento de los cultivos de S. acutus y §.
quadricauda se observé una relacidn entre biomasa y produccion de clorofila a, y se
mantuvo la equivalencia de clorofila a entre las dos especies de algas, lo cual es congruente
con datos obtenidos en cultivos de laboratorio y en estudios de poblaciones naturales en los
que se encontrd una correlacion entre la densidad de fitoplancton y la produccién de
clorofila a (Stein, 1973). A partir del dia ocho se perdi6 la relacién enire clorofila a y
numero de c€lulas. En cultivos de laboratorio, las algas cuentan con una gran cantidad de
nutrimentos, por lo que 1a poblacién comienza a crecer de forma exponencial;. conforme la
poblacion crece, la dispenibilidad de luz y nutrientes disminuye, y en estudios de campo se
encontrd que en aigas limitadas por nutrientes no existia relacion entre clorofila a y
densidad (Geider y Osborne, 1992); es posible que después del dia ocho los cultivos de
Scenedesmus comenzaran a tener estrés y, posteriormente, esto afectéd la relacion entre
densidad y clorofila a.

En el presente estudio 1a tasa de crecimiento (r) de S. acutus (r = 0.49 £ 0.04) fue
mayor a la que reportaron Liirling y Van Donk (1999) para la misma especie (r = 0.3394
+0.014). Las r de S. acutus y S. quadricauda se encuentran dentro de los valores obtenidos
para otras especies del mismo género (Liirling y Van Donk, 1999).

Es probable que las diferencias en r se deban en parte al uso de medios de cultivo
distintos: por ejemplo, en el estudio de Liirlig y Van Donk (1999) se empleé medio WC. En
general, los medios pueden variar en el pH, concentracion de nutrimentos mayores,
disponibilidad de nitrdgeno y composicién de micronutrientes (Stein, 1973). El medio Bold
se caracteriza por ser uno de los mis completos en su composicion quimica cuantitativa y
cualitativa, por lo que cubre los requerimientos de un gran mimero de especies de algas
(Stein, 1973). '

En funcion de las observaciones realizadas, el medio Bold es adecuado para ¢l
cultivo de S. acutus y S. quadricauda y el periodo 6ptimo para que las algas puedan ser
cosechadas se encuentra entre el dia 4 y el 7 para su uso como alimento.

Ahlgren et al. (1992) reportaron que el contenido de acidos grasos, lipidos totales,

proteinas, aminoacidos, carbono, nitrégeno y fésforo de S. acutus y S. quadricauda
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muestran el mismo patron y sus valores no difieren de forma significativa, lo cual sugiere
que ambas especies representan una fuente de alimentacién semejante para el zooplancton.
La relacién entre el tamafio del cuerpo y el tamaiio de las particulas que pueden ser
ingeridas por los clad6ceros ha recibido una atencién considerable en diferentes trabajos
(Kobayashi, 1991; DeMott, 1985). Comunmente se calcula que el tamafio maximo de

particula que pueden consumir los cladéceros es de 10* pm® y de 10° pm? para los rotiferos

{Harris, 1986) y que el zooplancton no consume algas que son mas grande que 30-35 pm
(Cyr y Curtis, 1999). En general, se considera que el tamafio del cuerpo es directamente
proporcional al tamafio maximo de particulas que puede ingerir el zooplancton. En un
estudio con Bosmina longirostris y seis especies del género Daphnia, Burns (1968)
descubrié que existia una relacién entre el tamafio del cuerpo y el tamafio de particula que
puede consumir un claddcero; a partir de una regresion lineal de sus datos desarrollé una
ecuacion:
y=22x+4.87 -

Donde x representa la longitud del caparazon del cladécero (en rhin) e y es ¢l didmetro
méximo de particula (en pm) que puede ingerir.

Los resultados de este estudio para D. pulex concuerdan con la ecuacion de Burns;
sin embargo, para C. dubia ¢l tamafio de particula predicho (21.59 um) es menor al
observado en este estudio, lo cual es congruente con lo reportado por Cyr y Curtis (1999),
quienes mostraron que algunas especies de claddceros (p. €., Ceriodaphnia quadrangula)
pueden consumir particulas mas grandes que las esperadas segtin la ecuacién de Burns.

La tasa de aclaramiento (G), que representa una medida de la cantidad de particulas
que puede consumir un individuo por unidad de tiempo (Peters, 1984), estd determinada en
parte por dos factores:

El primero se refiere a las caracteristicas del alga -por ejemplo, el tamafio, la
composicién bioquimica o la forma- (Dodson y Frey, 1991; Peters, 1984); en experimentos
realizados con Daphnia cucullata y Daphnia magna filtrando en células y colonias de 4y8§
células de Scenedesmus acutus (antes S. obliguus) se observo que la tasa de aclaramiento
disminuia al aumentar ¢l tamafio de particula (Lirling ez al., 1997). En este estudio, los
rotiferos tuvieron una conducta semejante, la G de Brachionus patulus y B. calyciflorus fue

mayor en la especie de alga méas pequefia (S. acutus) y los analisis estadisticos reflejaron un
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efecto importante determinado por la especie de alga. En el caso de los cladéceros, la G no
tuvo un efecto significativo relacionado con la talla de las algas, no obstante que la longitud
de C. dubia estuvo dentro del intervalo de longitud de D. cucullata (0.65 £ 0.07 - 1.16 =
0.07) usadas en el trabajo de Liirling ef al. (1997).

El segundo factor se refiere a la concentracién de alimento en la que se midid la G
(Walz, 1993). Tedricamente, ia G de un individuo muestra un comportamiento analogo al
determinado por la funcion de saturacidon de Michaelis-Menten, conforme la concentracion
de alimento aumenta, la G también aumenta hasta que llega un punto en el que la eficiencia
de filtracion del individuo se detiene y la G se estabiliza (Walz, 1993); si se continua
aumentando la concentracién de alimento se llegara a un punto en el que la G disminuye
debido a que el alimento obstruye el proceso de filirado; en el caso de los cladéceros, el
aparato filtrador puede atascarse. En nuestro estudio no se encontré una diferencia entre las
dos biomasas de alimento disponibles de S. acutus o de S. quadricauda, en las cuatro
especies de zooplancton probadas; para determinar su respuesta funcional es necesario
probar con una mayor nimero de concentraciones de alimento.

La tasa de filtracién de B. calyciflorus fue de un orden de 10 veces mayor al
reportado por Rothhaupt (1993a) para esta misma especie usando particulas con
radiomarcadores como alimento; pero se encuentra dentro de los valores reportados por
Gilbert y Bogdan (1984) en un estudio con cinco especies de rotiferos. Es posible que las
técnicas para medir la G con radiomarcadores sean mdis sensibles y podrian permitir
explorar con mas detalle la respuesta funcional de los rotiferos al forrajear en Scenedesmus.

El intervalo de valores de la G de C. dubia (0.21 + 0.009 — 0.37 £ 0.02) en este
estudio fue semejante a la de cladoceros de la misma talla que forrajearon en S. obliquus y
S. acutus reportados por Van Donk (1999) (G =0.01 + 0.24 — 0.32 £ 0.06) y por Liirling et
al. (1997).

En general se cree que las comunidades dominadas por zooplancton grande -p. €j.,
Daphnia- tienen tasas de herbivoria mayor que las comunidades dominadas por
zooplancton de menor talla (Beisner, 2001; Hansen et al., 1997); sin embargo, Cyr y Pace
(1992) no encontraron relacion entre la distribucién de la talla de zooplancton y la tasa de
herbivoria: las comunidades dominadas por zooplancton grande, como Daphnia y

Diaphanosoma, tenian tasas de herbivoria semejantes a la de las comunidades dominadas
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por herbivoros de menor talla. En este trabajo la relacion entre maybr tamafio y mayor tasa
de aclaramiento se cumple solo para S. quadricauda, ya que D. pulex {(que fue la especie
mas grande) tuvo la mayor tasa de aclaramiento; en términos de longitud del cuerpo, los
rotiferos tienen una mayor tasa de aclaramicnto con S. acutus.

Otra aspecto importante relacionado con la talla zooplancton es la tasa de
crecimiento: generalmente las tasas de crecimiento poblacional de los cladéceros son
menores a la de los rotiferos (Rothhaupt, 1988; 1990; Gliwicz, 1990); en este estudio se
observo que lo anterior solo se cumple par B. calyciflorus en §. acutus. La tasa de
crecimiento de B. patulus fue mayor en S. acutus que en S. quadricauda, donde r fue
negativa. El valor méximo de r encontrado en B. patulus (r = 0.21 % 0.03) fue menor al
descrito para la misma especie al ser alimentada con Chlorella vulgaris (r = 0.61) (Sarma y
Rao, 1991). La r de B. calyciflorus en S. acutus (0.65 £ 0.008) fue semejante a los valores
advertidos en otros estudios en donde se usé Chlorella como alimento; sin embargo, la
abundancia maxima es menor y el dia de abundancia maxima en este estudio se presenta
posterior al reportado en ofros trabajos (Nandini, 2000, Sarma et al., 1998). Esto es un
indicio de que fisiologicamente B. calyciflorus es menos eficiente alimentandose con S.
acutus.

La tasa de crecimiento negativa que presenta B. calyciflorus en S. quadricauda

coincide con los valores obtenidos por Nandini (2000) para B. calyciflorus cuando se usa

Microcystis aeruginosa como alimento. Microcystis se considera no comestible para la
mayor parte del zooplancton por su composicién bioquimica y/o porque forma colonias. En
la investigacion de Nandini (2000) se¢ emplearon células de Microcystis con un diametro
menor a 35 pm y colonias con un didmetro de 150 - 480 um, v se atribuyo la r negativa a
que B. calyciflorus no puede ingerir las colonias de Microcystis.

Para Ceriodaphnia dubia, r (0.29 £ 0.006) es semejante a la de otros estudios (r =
0.18-0.25) en los que se usé Chlorella v células no téxicas de Microcystis ; 1a abundancia
maxima, asi como el dia de abundancia maxima, se encuentran dentro del intervalo de
valores reportados (Mangas-Ramirez ez al., 2002; Alva-Martinez et al., 2001), lo cual es un
indicio de que la eficiencia de C. dubia es semejante en estas tres dietas.

En D. pulex se observé que conforne aumenta la densidad de alimento, aumenta la

tasa de crecimiento, lo cual es congruente con la literatura (Mangas-Ramirez et al., 2001;
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Walls et al., 1997; Alva-Martinez et al., 2001). La tasa de crecimiento esta dentro de los
valores encontrada por Mangas et al. (2001, r = 0.12) y por Alva-Martinez et al. (2001, r =
0.24) con diferentes dietas; sin embargo, la abundancia maxima es de aproximadamente la
mitad de la minima reportada por estos autores y seria necesario explorar si la diferencia
entre nimero de organismos fue determinada por factores como una menor eficiencia de
consumo de Scenedesmus por D. magna o por diferencias entre las concentraciones de
alimento usadas en los experimentos. En investigaciones con D. pulex alimentada con
Microcystis y Scenedesmus (Hietala et al. 1997; Walls et al. 1997), la r coincidio con la que
se exhibe en esta investigacion; y los valores coinciden también con los reportados para
otros dafnidos (Liirling et al., 1997; Repka, 1997). '

La relacién entre tasa de aclaramiento (G) y tasa de crecimiento no siempre es facil
de interpretar (Rothhaupt 1993b). bajo determinadas concentraciones de alimento, las
especies pueden diferir entre relaciones positivas de G y r, o patrones convexos. En este
estudio, B. patulus tuvo valores positivos de G, sin embargo r fue negativa; si partimos de
que la calidad nutricional de S. acutus es semejante a la de S, quadricauda, y que se
observd un efecto significativo del tamafio del alga en la tasa de filtracién de los rotiferos,
el hecho de que r sea negativa para B. patulus al alimentarse de S. quadricauda y que lar
de B. calyciflorus fuera negativa en la biomasa alta de alimento y que en la biomasa baja
s6lo pudiera mantener su poblacion por pocos dias se puede sugerir que el tamafio de S.
quadricauda reduce la eficiencia de consumo de los rotiferos. En C. dubia, aun cuando no
se observé una diferencia significativa entre la G en las dos especies de Scenedesmus, la
abundancia méaxima fue casi 20 veces menor en S. quadricauda que en S. acutus, por lo
tanto también es posible que el tamafio de S. quadricauda influya en su aprovechamiento.

‘ La tinica especie que no mostré diferencias en relacién con el tamafio del alga fue
D. pulex, pues los datos obtenidos muestran que modifica la talla al ser alimentada con S.
quadricauda, 1o cual le puede conferir alguna ventaja en el uso mas eficiente del alga.

Por 1ltimo, en los resultados sobre la induccién por infoquimicos se encontré que la
densidad de organismos, tanto de rotiferos como de cladoceros, fue significativamente
menor que las usadas por Van Donk et al. (1999) en los casos en donde hubo induccion de
cambios morfolégicos.En algunos casos, también se observé que el zooplancton pequefio

indujo cambios morfolégicos y no se encontré una relacion entre el tamafio de los
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herbivoros y la induccién de cambios morfologicos; asi mismo, tampoco se encontrd una
relacion entre la dieta de los organismos v la induccién. Lo anterior resulta contrario a lo
reportado en otros estudios (Van Donk er al., 1999) §. quadricauda si cambio su
morfologia.

La competencia por alimento en el zooplancton puede causar la reduccién de la
diversidad de especies de fitoplancton (Dumont, 1994), por lo que la muy generalizada
coexistencia de un gran niimero de especies de algas, estd determinada en gran medida por
la forma en que las especies de fitoplancton pueden resistir la extincién, tanto por la
competencia como por la depredacion (McCauley y Briand, 1979). En cuerpos acuaticos
epicontinentales existe un alto grado de sobrelapamiento, tanto espacial como temporal, en
muchas especies de fitoplancton, esto puede ser un indicio de que los niveles de
competencia son relativamente bajos (McCauley y Briand, 1979). En la naturaleza, las
especies de fitoplancton co-ocurren simultdneamente con el zooplancton (Hutchinson,
1967), a lo cual Hutchinson (1961) sugirié que la depredacion estaba implicada como uno
de los factores responsables en la alta diversidad de fitoplancton observada.

En la interaccidn entre el fitoplancton y el zooplancion, una de las caracteristicas
méas importantes es el tamafio de los organismos. Desde el punto de vista del fitoplancton,
aumentar de tamafio puede contribuir a disminuir la herbivoria (Lampert y Sommer, 1997):
por gjemplo, en el caso de cianobacterias, al formar colonias aumentan de forma funcional
el tamafio de particula para el zooplancton y no pueden ser consumidas (Nandini y Rao,
1998). Las algas del género Scenedesmu son de las mas comunes en aguas epicontinentales
(Liirling y Van Donk, 2000} y es probable que, en el caso de ecosistemas dominados por
zooplancton pequefio o mediano, su presencia se relacione con el hecho de que su
morfologia le confiere una ventaja competitiva en relacion con las algas mas pequefias.

Desde el punto de vista del zooplancton, considerando que sus poblaciones se
sobrelapan en el uso de recursos, la diferencia en el tamafio del cuerpo constituye una
caracteristica basica para su supervivencia (ver Werner y Gilliam, 1984). De acuerdo con la
hipdtesis de la eficiencia por talla (Brooks y Dodson; 1965), el zooplancton mas grande es
mas eficiente y puede consumir particulas mas grandes; en consecuencia, en ausencia de
depredadores el zooplancton de mayor talla puede eliminar en competencia a pequefios

herbivoros plancténicos. Debido a que D. pulex fue la Gnica especie capaz de consumir las
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dos especies de Scenedesmus (a pesar de que su densidad poblacional fue menor a otros
reportes) es posible que en sistemas naturales desplace al zooplancton mediano o pequefio
durante periodos en los que Scenedesmus sea dominante.

En lagos templados se considera que el herbivoro con mayor impacto es Daphnia
Spp., porque tiene altas tasas de crecimiento, su estrategia de forrajeo es generalista, influye
eﬂ el nivel trofico superior y, al mismo tiempo, en la estructura de las comunidades
fitoplanctonicas (Beisner, 2001). En lagos tropicales, mientras que las algas del género
Scenedesmus son comunes, el zooplancton del género Daphnia en general es raro
{Fernando et al., 1985) y cladéceros de talla pequefia (800-120 mm), particularmente del
genero Moina y Ceriodaphnia, ast como varios géneros de rotiferos, p. €j. Brachionus, son
mas comunes, por lo que la morfologia de S. acutus y S. quadricauda puede ser una
estrategia especialmente importante en estos sistemas. _

Considerando que el tamafio de S. acutus es menor al de S. quadricuada, la
diferencia en la sedimentacién puede atribuirse a la relacién superficie/volumen. En un
estudio con S. armatus, Egan y Trainor (1989) mostraron que las células pueden flotar
mejor que las colonias, pero que las colonias barbadas y con un mayor numero de espinas
pueden flotar mejor; sin embargo, en S. quadricauda las espinas no son eficientes para
evitar la sedimentacién, y es posible que exista un intercambio (“trade-off) entre la
disminucion del efecto de la herbivoria y la sedimentacién, como lo propusieron Liitling y
Van Donk (2000). La sedimentacién representa un riesgo importante en zonas templadas,
donde se ubican los cuerpos acudticos epicontinentales mas profundos; en las regiones
tropicales son mas comunes los cuerpos acuiticos someros (Lewis, 1987). En sistemas
acuaticos tropicales, el costo podria estar mas relacionado con la disminucién de las
habilidades competitivas, que representa un efecto que no se ha explorado.

El hecho de que la formacidon de colonias sea una respuesta inducida (Liirling,
1998/1999; Liirling y Van Donk, 1999; Van Donk et al., 1999) y que esto reduzca el dafio
de los herbivoros pequefios y medianos ~como se encontré en este trabajo- es importante,
ya que se ha postulado que las defensas inducidas son mas efectivas que las permanentes
(Karban et al., 1997). Cuando una defensa es inducida, por una parte, el costo para los
organismos es menor y, por otra parte, los herbivoros tienen una menor oportunidad de

adaptarse a los cambios fenotipicos (Karban et al., 1997); en comunidades acuaticas, donde
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los herbivoros son fenotipicamente muy plasticos, tener defensas inducidas puede constituir
una ventaja. Retomando la clave dicotdémica propuesta por Karban y Mayers junto con la
informacién aqui discutida, se confirma que cambios en la morfologia dentro de una misma
especie de Scenedesmus es un mecanismo de resistencia inducida. Para poder determinar si
es un mecanismo de defensa, es necesario realizar experimentos que exploren con mas
detalie el efecto de la morfologia en la adecuacion de Scenedesmus. Por otra parte, en el
estudio de la interaccién fitoplancton-herbivoro en general se han usado experimentos
cortos (por ejemplo, tablas de vida o tasas de filtracion, ver Liirling et al., 1997 y Van
Donk et al., 1999); en este estudio, se ha observado que realizar experimentos largos (por
gjemplo, de crecimiento poblacional) combinados con experimentos cortos permite realizar

una mejor interpretacion de la herbivoria.
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Conclusiones.
e S acutus y S. quadricauda si cambian algunos aspectos de su morfologia ante la

presencia de zooplancton herbivoro.

o No se enconird una relacion entre cambios morfologicos y talla del zooplancton.

e La forma de 8. acutus v S. quadricauda tiene un impacto negativo en la pob}acién de
zooplancton pequefio (B. patulus y B. calyciflorus).

e El zooplancton mediano (C. dubia) se vio afectado Gnicamente por el tamafio de S.
quadricauda.

¢ En el zooplancton grande (Daphnia pulex) no hubo un efecto relacionado con el tarﬁaﬁo

de Scenedesmus acutus y S. quadricauda.
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Anexo 1.

Informacion textual de las cepas de S. acutus f. alternans y S. quadricauda de la

Universidad de Texas (www.bio.utexas.edu/research/utex/).
72 Scenedesmus acutus 1. alternans Hortobagyi:

MEDIUM: proteose; ORIGIN: isolation: B.G. Pringsheim; deposition: 1952-5 from
CCAP 276/3a Scenedesmus obliquus; 1976 renamed (George 1976); RELATIVES:
CCAP 276/3A Scenedesmus obliqguus; SAG 276-3a Scenedesmus obliquus; ATCC
30580 Scenedesmus obliquus, ATCC 11457 Scenedesmus obliguus; UTCC 8
Scenedesmus acutus ak.a. UTCC 6 Ni-Tol, UTCC 7; NOTES: antibacterial activity
(Cannell et al. 1988b)

614 Scenedesmus quadricauda {Turp.) Bréb.:

MEDIUM: proteose; ORIGIN: isolation: F. Trainor as large cells; deposition: 11/54;
NOTES: for classroom usel.B 614 [xenic, MEDIUM: soilwater (GR+)]; bristles/colony

distribution (Trainor & Egan 1988); no detectable hydrogen photoproduction (Brand et
al. 1989); (Bisalputra & Weier 1963)
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Anexo 2.
Medios.

Medio Proteasa

Preparacion: a 940 mL de agua destilada se adiciona 1.0 g peptona proteasa, 15.0 g

de agar y la siguiente solucion:

mL solucion g/400 mL. H;O
10 NaNQO; 10.0
10 CaCly 2H,0 1.0
10 MgSO4 7H;0 3.0
10 K>HPO4 3.0
10 KH,PO, 7.0
10 Na(Cl 1.0

Solucién Bristol y medio
La solucién Bristol es una modificacién del medio Bold (Bold 1949").

Preparacion: a 940 mL de agua destilada se adiciona:

mL Solucién base £/400 mL H;O

10 NaNQ; ' 10.0

10 CaCly' 2H,0 1.0

10 MgSOy4 7H,0 3.0

10 K;HPO4 3.0

10 KH,POq 7.0

10 NaCl 1.0

Ingredientes opcionales:

agar en 15 g/L para solidificar; 1 gota de 1.0% FeCls solucion; 2 mL de

' Bold, H.C. 1949. The morphology of Chlamydomonas chlamydogama, sp. nov. Bull, Torrey Bot.
Club 76:101-8.
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solucién de elementos traza (Trelease and Trelease 1935%).

Medio BOLD (Bischoff y Bold, 1963°).

Proporcion
1. Nitrato de sodio (NaNO;) 250 g/l
2. Sulfato de magnesio (MgSOy4 7H;0) 75 g/l
3. Fosfato de potasio dibasico (K;HPO;) 75 g/l
4. Fosfato de potasio monobasico (KHPO4) 75 g/l
5. Cloruro de sodio (NaCl) 25 g/l
6. EDTA (Na,Ci10H;4N;05 2H;0) 50g+31 gKOH/1
7. Sulfato de fierro (FeSOy4- 7H,0) 4.98 g+ 1 m] H2S804
8. Acido bérico (H;BO3) 11.42 g/l
9. Cloruro de calcio (CaCl,) 25 g/1
10. Elementos traza.
Cloruro de magnesio (MnCl,+ 7H;0) 1.44 g/
Tridxido de molibdeno (MoOs) 0.71 g/l
Sulfato de cobre (CuSQy) ' 1.75 g/l
Nitrato de cobalto (CO(NOs)), 0.49 g/l
Sulfato de zinc (ZnSOy) 8.82 g/l

Se agrega dos mililitros de cada solucidn por cada litro de medio.

Medio EPA (Anénimo, 1985%).

! Trelease, S.F. & Trelease, H. 1935. Changes in hydrogen-ion concentration of culture sclutions
containing nitrate and ammonium nitrogen. Am. J. Bot. 22:520-42.

? Bischoff, H. y Bold, H. 1963. Phycological Studies. IV. Some algae from Enchanted Rock and Related algal
species. The Univ. of Texas Pub. No. 6318. pp 95.
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A 20 litros de agua destilada se agrega:

1. Bicarbonato de sodio (NaHCo3) 192 ¢
2. Sulfato de calcio (CaSQ4- 2H,0) 12¢g
3. Sulfato de magnesio (MgS0O,) 1.2¢g
4. Cloruro de potasio (KCI) 08¢g

* Anénimo. 1985. Methods of measuring the acute toxicity of effluents to freshwater and marin organism. US
Enviroment Protection Agency, EPA/600/4-85/013.



Anexo 3.

Camara cuentaglébulos de Neubauer®.

Esta camara consiste en dos plataformas alzadas, en ambos lados de las dos plataformas
existe una pequefia elevacién sobre la cual se coloca la tapa de cristal. Entre la parte
superior de la plataforma y la tapa de cristal que la recubre el espacio es de .1 mm (Fig. 1).
Cada una de las dos plataformas contiene un 4rera cuadriculada compuesta por nueve
cuadrados grandes de igual tamafio. El 4rea cuadriculada total de la plataforma (nueve
cuadrados grandes) mide 3 mm de ancho por 3 mm de largo; por tanto cada cuadrado
grande mide 1 mm de lado. El volumen de ésta 4rea sobre una plataforma es de .9 mm®. El
volumen de cada uno de los cuadrados grandes es de .1 mm’. El cuadrado central —que es
el que se usa para la cuantificacién de las células de alga- se subdivide en 25 pequefios
cuadros.

Fig. 1 Céamara cuentaglébulos de Neubauer.
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* Brown, B. 1976. Técnicas de laboratorio en hematologia. Ed. ELICIEN. Barcelona, pag. 74-75.
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