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Resumen

El copépodo calanoideo Leptodiaptomus sicilis ha sido considerado de amplia distribucién
geogréfica en América del Norte, habitando cuerpos de agua dulce y salobres; en México se
ha encontrado en algunos lagos de la Cuenca Oriental: dos profundos y perennes (La
Preciosa; SDT: 1.1 g L™y Atexcac; SDT: 6.5 g L™) y uno somero y efimero (El Carmen;
SDT: 1.4-10 g L™), con caracteristicas limnoldgicas distintas, distribucion insular, pero muy
cercanos entre si. A pesar del posible flujo genético intenso por medio de la dispersion
pasiva de sus estructuras de resistencia, hallazgos recientes muestran que la adaptacion
local y/o la especiacion criptica son fendmenos frecuentes en este tipo de organismos. Para
analizar si el aislamiento geografico y la salinidad son factores de diversificacion entre
estos copépodos, se evalu6: (1) la divergencia del gen mitocondrial COIl entre las
poblaciones, (2) la divergencia morfolégica de algunas estructuras implicadas en la
reproduccion, (3) la adecuacion bioldgica (patrones de supervivencia y desarrollo) en
respuesta a tres salinidades experimentales y (4) el posible flujo genético entre las
poblaciones (reproduccién intra e interpoblacional). Los resultados indican que: (1) la
divergencia genética interpoblacional fue relativamente baja (K2P <2%) pero muestra una
separacion clara entre poblaciones; (2) solo se encontraron diferencias significativas en la
talla de los organismos adultos, pero no en la forma y/o proporcion de los caracteres
comparados; (3) las tres poblaciones tienen tolerancias diferenciales a la salinidad,
observandose: (a) una mayor adecuacion en los copépodos de los lagos perennes a la
salinidad de su lago de origen; (b) en la salinidad mas alta el tiempo de desarrollo siempre
fue menor; (c) la supervivencia, eficiencia de muda, fecundacion y eclosion de huevos de
los copépodos de Atexcac es significativamente menor en las salinidades bajas; (d) los
copépodos de La Preciosa tuvieron una mayor adecuacion en todos los parametros a la
salinidad baja; (e) los copépodos de EI Carmen tuvieron una alta plasticidad; finalmente, (4)
se observo reconocimiento de pareja, entrecruzamiento y formacion de hibridos viables
entre todas las poblaciones analizadas, aunque se observaron diferencias entre ellas. Se
concluye que los copépodos de los lagos de la Cuenca Oriental pertenecen a la misma
especie bioldgica y se encuentran en un proceso de diversificacion complejo, teniendo
barreras ecoldgicas importantes que aparentemente impiden el flujo genético eficiente entre
ellas a pesar de conservar las posibilidades de mantenerlo; la hipotesis se refuerza con la
evidencia de adaptacién significativa a las condiciones locales que presentaron las
poblaciones de los lagos perennes.

Palabras clave: copépodos, adaptacion local, salinidad, ecologia evolutiva, procesos de
diversificacion bioldgica.



Abstract

The copepod Leptodiaptomus sicilis has been considered as a widely distributed species in
North America, occurring in freshwater and saline lakes. In Mexico it has been found
inhabiting three lakes at Cuenca Oriental: two of them being deep and permanent (La
Preciosa and Atexcac; TDS: 1.1 and 6.5 g L™, respectively), while the other is shallow and
ephemeral (EI Carmen; TDS: 1.4-10 g L™); the three with different limnological
characteristics, island distribution, but close one from each other. Despite the possible gene
flow due to the passive dispersal of their resting stages, recent evidence shows that the local
adaptation and/or cryptic speciation are frequent phenomena within this type of organisms.
In order to analyze if geographic isolation and salinity are important factors conducting
diversification among these copepods, we analyzed: (1) the interpopulation genetic
divergence by sequencing fragments of the mitochondrial gene COlI, (2) the morphological
divergence on structures implicated in reproduction, (3) the biological fitness (patterns of
both survivorship and growing) at three experimental salinities (1.1, 3.8 and 6.5 g L), and
(4) the possible genetic flow (inter and intrapopulation reproductive success) among the
three populations. Our results indicate that: (1) interpopulation genetic divergence was
relatively low (KP2:<2%), but the populations were clearly separated among them; (2)
differences were found only in size of adults, but not in the form and proportion of the
compared characters; (3) the three populations had differential tolerance to salinity, those
are: (a) copepods from permanent lakes had higher fitness when exposed to their original
salinity; (b) the highest salinity reduces the time of molting in all populations; (c)
survivorship, molting efficiency, fertilization and hatching rates of Atexcac copepods were
significantly lower at low salinities; (d) contrarily, copepods from La Preciosa had the
highest values in all parameters at low salinity; (e) copepods coming from the shallow lake
(El Carmen) showed a higher plasticity to salinity; and (4) interpopulation mating was
successful among the three population, sexual recognition of mates, interbreeding and
formation of viable hybrids were observed, although some differences occurred. These
results indicate that the copepods from lakes at Cuenca Oriental belong to the same
biological species, having a complex process of diversification, with important ecological
barriers that apparently prevent a natural genetic flow among them, even that they have the
potential to maintain it; this hypothesis is reinforced by the evidence of significant
adaptation to local conditions in populations inhabiting the permanent lakes.

Key words: copepods, local adaptation, salinity, evolutionary ecology, biological
diversification processes.



Introduccion

La especie y algunos conceptos sobre ella

La alta riqueza bioldgica de México es resultado de su particular historia geoldgica y
posicion geogréfica, asi como de una gran variacion topografica y de climas en su territorio
que en conjunto, al combinarse crean condiciones ambientales muy diversas, que hacen al
pais uno de los de mayor diversidad biologica en el mundo (Flores-Villela y Navarro-
Siguenza, 1993). Dado el creciente deterioro de los habitats naturales, tanto acuaticos como
terrestres, y a que no podemos conservar 0 aprovechar de manera adecuada lo que no
conocemos, es necesario estudiar la biodiversidad de los organismos que se distribuyen en
nuestro pais, pues el valor ecoldgico, industrial, alimenticio y cultural que pueda tener un
organismo no deberia pasar desapercibido. En particular, es importante sefialar la
importancia de estudiar y preservar los cuerpos de aguas epicontinentales y su diversidad
bioldgica que cada vez estan mas amenazados por las actividades humanas debido a un

manejo ineficiente y falta de planeacién (Aguilar, 2003).

Para lograr el objetivo anterior es necesario, entre otras cosas, conocer la cantidad y
composicion de las especies de un lugar; sin embargo, surge la pregunta: ;qué es una
especie? Para las personas, en general, este término describe a un grupo de organismos
protegidos o extintos, causante de enfermedades o de una cura, alimento o plaga (Valencia-
Avalos, 2009), pero para los bidlogos en particular, este representa mucho mas; sabemos
por ejemplo que la especie es considerada la entidad filogenética basica (Lee, 2003), y que
en ella se fundamenta la construccion de clasificaciones bioldgicas (Mishler y Luna, 1997).
Sin embargo, no se tiene un concepto general que la defina, por lo que “algo” que con un
concepto puede considerarse como una especie, con otro no logra este calificativo. De este
modo, desde que Platon introdujo el término eidos pensando en cosas o ideas y Aristoteles
lo retomd en el plano bioldgico (Valencia-Avalos, 2009), con el tiempo se han propuesto
distintos conceptos, como el bioldgico, morfologico (o fenético) y el filogenético, entre

otros.



Aunque cada definicion utilizada tiene un énfasis distinto, por lo general se refieren
a un mismo tipo de entidad, teniendo que las diferencias en cada concepto se deben a la
interpretacion de la compleja naturaleza de las especies y de los procesos que las originaron
(De Queiroz, 1998), asi como a los distintos tipos de preguntas evolutivas y/o de
organismos con los cuales los autores estaban principalmente interesados (Templeton,
1989). Sin embargo, Lee (2003) considera que, en general, el aislamiento reproductivo o el
entrecruzamiento proveen un buen criterio para definir a una especie, por lo menos en

organismos de reproduccion sexual (las denominadas “bioespecies”, sensu Lee, 2003).

Apoyando la idea anterior, existe el denominado concepto biolégico (Dobzhansky,
1935; Mayr, 1942), en el que la especie es definida como una poblacion natural
reproductivamente aislada de otras poblaciones, con individuos capaces de cruzarse entre si
y tener descendencia fértil. El aislamiento reproductivo deriva en un linaje evolutivo
distinto y se origina a partir de barreras geograficas o ecoldgicas. El principal problema que
se tiene con este concepto es al tratar de diferenciar entre organismos cuya reproduccion es
asexual (como algunos partenogenéticos), pero resulta util cuando se requiere diferenciar
entre poblaciones con reproduccion sexual, cercanas filogenéticamente y con poca
divergencia fenética. El concepto de reconocimiento de pareja (Paterson, 1985), varia con
el anterior al enfatizar el reconocimiento de pareja y un sistema de fertilizacién en comun
entre un grupo de organismos, mas que el aislamiento reproductivo, para caracterizarlos

COMO una especie.

Por su parte, segun el concepto filogenético (Hennig, 1966; Cracraft, 1987; Mishler
y Luna, 1997), la especie se define como un grupo de organismos en el cual todos
comparten un Unico cardcter apomorfico (que no se encuentra en sus ancestros 0 grupos
semejantes), originado por la divergencia de linajes hermanos. Sin embargo, si este se
utiliza con rigor, el resultado es que poblaciones separadas por poca divergencia podrian ser
consideradas como especies diferentes si existieran variaciones genéticas particulares entre

cada una de ellas.



Por altimo, utilizando criterios fenéticos, se encuentra el ampliamente utilizado
concepto morfoldgico, donde cada especie se distingue de otra principalmente por las
diferencias en los caracteres referentes a la morfologia. Aqui los problemas se tienen al
encontrar especies muy similares, con polimorfismo o con dimorfismo sexual; ademas, el
autor tendria que fijar un limite (mé&s o menos arbitrario) de divergencia fenotipica para
separar a las especies. Por lo que, utilizar solamente la morfologia por muy detallada que
sea, no es suficiente para definir una especie pues pueden existir diferencias genéticas,
bioldgicas y ecoldgicas, aun cuando dos poblaciones sean muy cercanas filogenéticamente

y parecidas en su forma (Montiel-Martinez, 2006).

Histéricamente la identificacion y definicion de especies se han basado
principalmente en el estudio comparativo de la morfologia de los seres vivos (Elias-
Gutiérrez et al., 2004), sin embargo, con el tiempo y el uso de distintas herramientas (p.e.,
moleculares, etoldgicas, reproductivas y ecoldgicas), se ha comprobado que la semejanza
en la forma no es suficiente para clasificar a los organismos, llegandose a encontrar la
existencia de grupos de organismos de especies biologicas distintas pero dificiles o
imposibles de distinguir por métodos morfolégicos, a los que se ha denominado como
especies cripticas 0 gemelas, las cuales han sido registradas como muy comunes en
diversos grupos de organismos acuaticos (Knowlton, 1993). Con este problema de
reconocimiento entre entidades bioldgicas se encuentran los organismos zooplanctonicos
(Ciros-Pérez et al., 2001; Montiel-Martinez et al., 2008; Alcantara-Rodriguez, 2010), en
particular aquellas consideradas como taxones con amplios rangos de distribucion y
tolerancia a diferentes condiciones del medio, pero que, tras el analisis cuidadoso, han sido
reveladas como complejos de especies con caracteristicas y papeles ecoldgicos distintos
entre si (Serra et al., 1998; Lee, 2000). Debido a que el reconocimiento de pareja en
muchas de estas especies no se da por medios visuales sino quimicos, es probable que no se
presenten asociadas modificaciones morfoldgicas importantes entre los diferentes taxones
de un mismo complejo criptico, por lo que de presentarse divergencias, éstas tendrian su
origen en procesos azarosos u otras presiones de seleccion, pero no determinadas por

seleccion sexual.



Es importante sefialar que al demostrarse que la especiacion criptica es un fendmeno
frecuente, se evidencia que la riqueza de especies (p. e., en el zooplancton) ha estado
subestimada, por lo que se tendrian que hacer adecuaciones en cuanto a los patrones de
distribucion geogréfica, historia evolutiva y caracteristicas ecologicas descritas de cada
especie perteneciente a un complejo, informacion que, hasta ahora ha estado sesgada por la
percepcion tradicional de que los invertebrados de agua dulce cuentan con una distribucion
extensa al tener una eficiente capacidad de transportarse de manera pasiva o0 activa. Esta
idea solo nos da, en general, una percepcion del gran potencial de dispersion de los taxones,
pero no debe confundirse la capacidad de movimiento (traslado) individual con el flujo
génico que se pueda tener entre las poblaciones, pues no necesariamente un organismo que
invade un nuevo ambiente cuenta con la capacidad de sobrevivir y reproducirse en éste
(Bohonak y Jenkins, 2003).

Procesos de especiacién

Para Mayr (1982), la especiacion es el mecanismo por el cual una especie puede formar dos
0 mas especies y ha sido vista desde dos perspectivas diferentes por los evolucionistas:
vertical, en la que una especie se transforma en otra (especiacion filética); y horizontal,
donde hay una multiplicacién de especies cuando diferentes poblaciones se separan

(especiacion cladogénica).

Asi tenemos que otro punto a considerar cuando se estudia la biodiversidad es la
adaptacion de cada taxon a su ambiente y los procesos de especiacion que pueden ocurrirle,
mediante los cuales se generan nuevas especies (De Queiroz, 1998). Uno de estos procesos
es la cladogénesis, mecanismo producido por el aislamiento reproductivo de diferentes
poblaciones de la misma especie por medio de barreras precigoticas o postcigoticas (Badii
et al., 2007). Las primeras son originadas, por ejemplo, por aislamiento mecéanico
(variaciones en el tamafio o forma de los genitales), o etologico (diferencias en el
comportamiento durante el cortejo o el apareamiento), quimico (diferencias en los factores
de reconocimiento sexual o compatibilidad de células sexuales), etc., y aparecen antes o

durante la fecundacion, impidiendo el adecuado intercambio genético; las segundas afectan



la viabilidad de los nuevos individuos, ocasionando abortos, esterilidad, enfermedad o la

muerte prematura.

Para explicar la cladogénesis se han propuesto varios modelos de especiacion. La
especiacion alopatrida se origina cuando se genera una barrera geogréfica que separa la
distribucion espacial de una especie, impidiendo el flujo genético entre las subpoblaciones,
que, con el tiempo, terminan adaptandose a las condiciones de su medio y eventualmente,
quedan aisladas reproductivamente entre si. Otro proceso es la denominada especiacion
simpatrida, en la que dos subpoblaciones que comparten la misma area de distribucion (p.
e., el mismo lago), sin necesidad de barreras geogréficas tienen algun tipo de aislamiento,
por ejemplo ecoldgico (diferentes condiciones de luz, temperatura o alimento como sucede
en un mismo cuerpo de agua), etolégico, mecanico o genético que impedirian el libre flujo
de genes (Ruiz-Gutiérrez y Rodriguez-Caso, 2009). Un tercer mecanismo es el conocido
como especiacion parapatrida y tiene lugar cuando poblaciones que coinciden en una
misma distribucidn geografica mantienen un intercambio genético muy restringido, que con

el tiempo puede ser nulo y llegar a generar especies distintas (Galan y Herrera, 1998).

Plasticidad fenotipica, Adaptacién local e Hipétesis de Monopolizaciéon

Bajo el concepto de que la especiacién no es un evento que sucede entre todas las
poblaciones de una especie, se puede pensar en dos procesos que independientemente de la
especiacion ocurren en general entre ellas: (1) por un lado la denominada la adaptacion
local, donde el fenotipo de un grupo de organismos evoluciona para soportar las
condiciones de un ambiente en particular, y por el otro (2) la plasticidad fenotipica, que
puede definirse como la habilidad de un genotipo para producir varios fenotipos en
respuesta a variaciones en las condiciones ambientales a lo largo de su ontogenia,
(Kingsolver et al., 2002); las respuestas plasticas incluyen cambios en el comportamiento,
fisiologia, morfologia, crecimiento, historia de vida, etc., y pueden expresarse a nivel de

individuo o a través de generaciones (Miner et al., 2005).



La plasticidad fenotipica puede ser un mecanismo importante que facilite la
evolucion de los taxones al propiciar la asimilacion en el genotipo de un caracter especifico
cuando una poblacion llegan a un nuevo entorno (p. e., un cuerpo de agua), de este modo la
variaciones del fenotipo pre-existentes necesarias para generar la plasticidad podrian
permitir a una poblacion persistir en las nuevas condiciones, a pesar de que inicialmente
podria estar subadaptada a ellas. La persistencia daria tiempo a que nuevas variaciones
genéticas surjan a través de mutaciones y/o la recombinacion, reforzando la adaptacion a
las condiciones del medio recién colonizado (Pigliucci, 2005); con el tiempo la seleccion
natural podria favorecer una disminucion de la plasticidad y favorecer eventualmente la

adaptacion local.

En cuerpos de agua epicontinentales, la adaptacion local de los organismos a las
condiciones particulares de un lago, por ejemplo, puede ser tan fuerte que en relativamente
poco tiempo quedaria limitado el flujo genético entre poblaciones que, en principio, tienen
una capacidad potencial de colonizar diversos ambientes a través de diferentes mecanismos
de dispersién (De Meester et al., 2002). Las adaptaciones que un linaje puede haber
adquirido en un lago con el paso de las generaciones podrian permitirle ventajas sobre los
nuevos colonizadores, provocando, a la larga, el aislamiento reproductivo requerido para

ser considerado como una especie bioldgica distinta.

A partir de las evidencias cada vez mas importantes de adaptacion local en
organismos acuaticos epicontinentales, principalmente en partenogenéticos ciclicos, De
Meester et al. (2002) plantean la denominada hipétesis de la monopolizacién, explicando
gue cuando algunas variantes genéticas de una poblacién en particular colonizan (por
medios activos y/o pasivos) un nuevo habitat, al no existir competidores, lo hace tan
eficazmente que terminan acaparando los recursos y creciendo rapidamente. Con el tiempo
esta adaptacion inicial se ve complementada por factores de competencia intrapoblacional,
seleccién por los depredadores y ademas con la formacion de un banco de estructuras de
resistencia que refuerza el efecto fundador. Asi, cuando nuevos genotipos de la misma
especie invaden el lugar, se ven en desventaja al no tener la capacidad de obtener los

recursos necesarios para desarrollarse adecuadamente y terminan siendo desplazados. De



acuerdo con esta hipotesis, se sugiere un papel primordial de la adaptacion local durante el
proceso de la reduccion del flujo genético intrapoblacional, y finalmente de especiacion

parapatrida.

Por lo anterior, es de esperarse que este fendmeno puede ocurrir en organismos
zooplanctdnicos que habitan cuerpos de aguas epicontinentales, principalmente los lagos
endorreicos que, como analogia a las islas en el mar, se encuentran aislados entre si. Dado
el alto potencial de dispersion pasiva que tienen estos organismos (De Meester et al., 2002)
no es dificil entender los registros de distribucién geografica muy amplia que se les han
asignado (Knowlton, 1993). Sin embargo, bajo la idea planteada por la hipétesis de la
monopolizacion, la adaptacion rapida de la primera poblacion a las condiciones locales
terminaria por reducir el flujo genético después de un tiempo relativamente corto,
generando grandes diferencias en la composicién de los genotipos entre poblaciones
vecinas, que sumado a los bajos niveles de divergencia morfoldgica (especiacion criptica)
en este tipo de organismos, explican el porqué han pasado desapercibidas a nuestros 0jos;
como se ha evidenciado con rotiferos, cladoceros y copépodos (e.g. Serra et al., 1998; Lee,
2000; Ciros-Peérez et al., 2001; Montiel-Martinez et al., 2008).

Copépodos

En México, la riqueza de de los organismos que conforman el subphylum Crustacea se
calcula en mas de 3000 especies (Cordero y Llorente-Bousquets, 2000). Entre los
crustaceos, la Subclase Copepoda, cuyos miembros tienen su primera mencién histérica en
1688 (Marsh, 1918), cuenta con alrededor de 600 especies registradas en el pais, lo que
corresponde a = 5% del total mundial para este grupo (Cordero y Llorente-Bousquets,
2000). Estos organismos han mostrado una gran plasticidad evolutiva, adaptandose a
diferentes ambientes y formas de vida, por lo que encontramos copépodos de vida libre,
parasitos, en ambientes salobres, marinos y de agua dulce (Suarez-Morales et al., 2000a),
siendo capaces de invadir y sobrevivir con éxito en todos los ambientes continentales (Reid,
2001). De los taxones de agua dulce o epicontinentales, la Familia Diaptomidae es la mas

diversa entre los calanoides de México, y en ella destacan los géneros Mastigodiaptomus y



Leptodiaptomus, con 8 y 7 especies respectivamente (Elias-Gutiérrez et al., 2008; Montiel-
Martinez et al., 2008).

En el mundo existen alrededor de 2300 especies descritas de calanoides, de las que
alrededor del 25% son dulceacuicolas. Los copépodos de este Orden tienen un rango de
tamaro de alrededor de 1 y 5 mm. Se encuentran en cuerpos de agua permanentes donde
son planctonicos; algunas especies se asocian con plantas y sedimentos, y otros se pueden
encontrar en charcos temporales y pantanos (Williamson y Reid, 2001). Muchas especies
acumulan sustancias quimicas dentro de su cuerpo o apéndices, que les dan colores vistosos
como naranja, rojo, o azul (Dussart y Defaye, 2001). Estos copépodos son omnivoros y
tienen un papel importante en las redes troficas acuaticas como consumidores primarios,
alimentandose de algas, bacterias y rotiferos, y posteriormente sirven como alimento de

peces y otros consumidores secundarios.

Los calanoides combinan quimio y mecanoreceptores cuando toman, seleccionan e
ingieren las particulas con las que se alimentan (Friedman, 1980). La reproduccion es
zigogenética (gonocorica) y los organismos secretan feromonas que ayudan al macho a
reconocer a una hembra (Chow-Fraser y Maly, 1988). Al carecer de un sentido de la vista
efectivo, se puede pensar que para encontrar y acoplarse mecanicamente a la hembra es de
gran importancia el reconocimiento olfativo entre estos organismos, por lo que el poder
distinguir visualmente a la pareja pasa a ser una condicidn innecesaria. Conociendo la
existencia de especies gemelas dentro de este grupo, el papel del reconocimiento quimico
podria ayudar a establecer limites entre taxones diferentes, pero esta metodologia no ha
sido bien establecida (Knowlton, 1993).

Los copépodos Leptodiaptomus cf. sicilis en los lagos de la Cuenca Oriental

Histéricamente la distribucion geografica del copépodo Leptodiaptomus sicilis (Forbes,
1882) ha sido restringida al norte de América, abarcando cuerpos de agua tanto dulces

como salobres, de la costa este a la oeste de Estados Unidos y Canada, y del sur de Alaska a
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Missouri, principalmente habitando los Grandes Lagos como el Michigan, Superior, Huron,
Eire, Ontario y St. Clair, entre otros (Robertson y Gannon, 1981; Balcer et al., 1984).

En México, analisis preliminares en los lagos de la Cuenca Oriental (véase
descripcion abajo), confirmaron el registro en el Lago Atexcac de un copépodo que
morfolégicamente coincide con las descripciones del taxon L. sicilis (Macek et al., 1994);
ademas se encontraron otras tres poblaciones de la misma especie en los lagos La Preciosa,

El Carmen y Tepeyahualco.

Debido a la naturaleza de estos lagos, endorreicos, con una distribucién a manera de
islas, dentro de una zona geografica relativamente pequefia, cercanos entre si (<20 km),
donde hay lagos temporales (EI Carmen y Tepeyahualco) y perennes profundos (Atexcac y
La Preciosa), dentro de un gradiente de salinidad considerable (1.1-6.5 g L™), los hace el
escenario natural ideal para probar hipotesis concretas relativas a los procesos de

diversificacion bioldgica entre especies zooplancténicas.

Dadas las caracteristicas de los lagos, ademas de que se han observado diferencias
morfoldgicas sutiles entre los individuos de cada poblacion, se pueden plantear en principio
tres posibilidades: (1) que L. cf. sicilis tiene la capacidad para habitar con éxito todos los
lagos, mostrando una alta plasticidad fenotipica y se trata de una misma especie bioldgica;
(2) que existe una tolerancia diferencial a las condiciones ambientales (i. e., salinidad),
resultado de un procesos de adaptacion local a las condiciones particulares de cada lago, sin
embargo existe aun flujo génico interpoblacional, por lo que se trata de la misma especie
bioldgica, o (3) existe una tolerancia diferencial a las condiciones ambientales (i. e.,
salinidad), que en la historia de este taxén han conducido a la restriccién del flujo génico
interpoblacional y nos encontramos ante un complejo de especies gemelas que por su gran

parecido morfolégico pueden ser confundidas como una misma especie taxondmica.
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Justificacion

La comprension de los procesos que determinan los patrones de diversificacion de
las poblaciones de L. cf. sicilis de la Cuenca Oriental es de gran importancia para la
conservacion y planes de manejo de éste sistema endorreico y puede ser de utilidad para
trasladar el conocimiento generado hacia otros grupos de organismos de igual o distinto
nivel taxondémico que presenten dentro de sus poblaciones patrones similares de
morfologia, distribucion de sus poblaciones, mecanismos de reconocimiento durante la
reproduccion o en su adaptacion a soportar modificaciones del medio en el que se

desarrollan.
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Hipotesis

Ho: Las poblaciones de copépodos pertenecientes al taxon L. cf. sicilis, localizadas en
ambientes con caracteristicas disimiles en la Cuenca Oriental, constituyen una sola especie

bioldgica, con dos alternativas posibles:

1. La especie esta constituida por poblaciones con gran plasticidad fenotipica al

cambio en las condiciones de salinidad.

2. La especie esta constituida por poblaciones parapatridas con fuerte adaptacion local
a las condiciones de su medio, presentando baja plasticidad fenotipica a los cambios

de salinidad.
Hi: Las poblaciones de copépodos pertenecientes al taxon L. cf. sicilis, localizadas en
ambientes con caracteristicas disimiles en la Cuenca Oriental, corresponden a especies
bioldgicas distintas, formando un complejo de especies gemelas resultado de un proceso de

especiacion criptica. En este caso, hay la posibilidad de que:

1. Todas las poblaciones mantengan aislamiento reproductivo entre si, teniendo tres

especies distintas.

2. Solo algunas poblaciones lo presenten, teniendo al menos dos especies diferentes.
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Objetivo General: Comparar mediante analisis morfoldgicos, ecoldgicos, genéticos y de
compatibilidad reproductiva, tres poblaciones parapatridas de L. cf. sicilis (Copepoda:
Calanoida) con la finalidad de determinar si entre estas existe especiacion criptica,

plasticidad fenotipica o adaptacion local.

Objetivos Particulares

1. Establecer cepas de laboratorio del taxon L. cf. sicilis, proveniente de tres cuerpos
de agua con caracteristicas limnoldgicas distintas, entre los que se incluyen dos
sistemas perennes y profundos (lagos Atexcac y La Preciosa) y un sistema temporal

(lago EI Carmen), todos con salinidades diferentes.

2. Analizar en las tres poblaciones del copépodo la variabilidad y posible divergencia
genética intra e interpoblacional del gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad
| (COl).

3. Realizar un anélisis de morfologia comparada de las diferentes poblaciones de L. cf.

sicilis.

4. Caracterizar el efecto de la salinidad sobre la supervivencia y desarrollo de las

diferentes poblaciones de L. cf. sicilis en condiciones de laboratorio.

5. Analizar experimentalmente la compatibilidad reproductiva de las tres poblaciones,
para evaluar si existe divergencia intrapoblacional en el sistema de apareamiento y
reconocimiento de pareja. De existir apareamiento interpoblacional, evaluar la

formacion y viabilidad de los hibridos.
6. Definir, con base en el conjunto de resultados obtenidos de todos los analisis, el

estatus biolégico y taxondmico de las tres poblaciones pertenecientes al taxon L. cf.

sicilis.
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Area de estudio

La Cuenca Oriental se localiza en una porcion de los estados de Puebla, Tlaxcala y
Veracruz, entre las coordenadas 18° 48’ - 19° 43’ N y 97° 09’ - 98° 03” W, dentro del
Distrito Oeste de la Faja Volcéanica Transmexicana (Escalante et al., 2007) a una altitud
promedio de 2,300 m.s.n.m. y abarcando una superficie de 5,250 km? aproximadamente
(Alcocer et al., 1993). Esta cuenca hidrogréafica es endorreica, por lo que no presenta una
salida en forma de corrientes superficiales como podrian ser rios o arroyos (Lugo et al.,
1994), mientras que el agua que alimenta a sus lagos proviene de fuentes subterraneas
principalmente y en menor medida de la precipitacion pluvial directa (Alvarez, 1950).

Se cree que durante el Pleistoceno, parte de su area estaba cubierta por un gran lago
que actualmente se encuentra reducido a algunos cuerpos de agua que se llenan durante la
época de inundaciones pero que permanecen secos la mayor parte del afio (Arredondo,
1995), como es el caso de EI Carmen (también conocido como Totolcingo) y Tepeyahualco
(también conocido como El Salado), por su cercania se piensa que ambos pudieron estar
conectados en el pasado (Fig. 1); en su area se tienen registros de un aterinido (Chirostoma
jordani) y un ajolote (Ambystoma tigrinum) (Alcocer et al., 1997), asi como del calanoideo
Mastigodiaptomus albuquerquensis y el ciclopoideo Acanthocyclops grupo robustus (B.

Lopez-Lopez, comunicacion personal).

Por otro lado, en la zona se encuentra varios lagos de tipo maar, conocidos como
axalapascos (“ollas de arena con agua”, en nahuatl), originados en conos de explosion
volcanica en el Pleistoceno tardio (Carrasco-Nufiez et al., 2007), ejemplos de éstos son La
Preciosa (también conocido como Las Minas) y Atexcac. Las caracteristicas de estos lagos
varian desde agua dulce hasta salobres, aunque todos ellos son alcalinos, con alta
concentracion de cloruros, bicarbonatos de sodio y magnesio, y con una elevada
conductividad eléctrica (Davies et al.,, 2002). La parte de la Cuenca Oriental que
comprende al Llano de San Juan (con los lagos Atexcac, La Preciosa, Quechulac y
Alchichica), muestra en general un clima templado humedo, con 14.4 °C de temperatura

media anual y una precipitacion anual de 656 mm (Arredondo, 1995). Entre estos lagos, La
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Preciosa se considera oligosalina, mientras que Atexcac es mesosalino, segin la

clasificacion de Cowardin et al. (1979).
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Fig. 1. Localizacion del lago efimero EI Carmen y de los lagos-crater La Preciosa y Atexcac.

El lago La Preciosa (Fig. 1) es el segundo més grande de la Cuenca en cuanto a area
y volumen, sélo detras de Alchichica, su forma es triangular a grandes rasgos y con una
longitud méaxima de 1,300 m, con orientacion NE-SW, la maxima profundidad se encuentra
a los 45 m (Arredondo, 1995). El agua del lago tiene una salinidad de 1.1 g L™ al igual que
en Atexcac y Alchichica, la concentracion de cloruros es mayor que la de carbonatos y
sulfatos (son de tipo atalasohalinos). Las especies de metazooplancton registradas (J. Ciros-
Pérez y B. LoOpez-Lopez, comunicacidon personal) muestran una mezcla de especies de
afinidad salobre: un copépodo del grupo Leptodiaptomus sicilis, los cyclopoides Eucyclops
cf. pectinifer, E. torresphilipi y Macrocyclops albidus, y dos especies de rotiferos
(Brachionus grupo plicatilis y Hexarthra jenkinae), ademéas de cladoceros (Ceriodaphnia
sp., Pleoroxus varidentatus, Alona setulosa y Chydorus brevilabris) y otros rotiferos (B.
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calyciflorus y Filinia opoliensis) comunes en aguas dulces. En el lago se distribuye una
especie de pez, Poblana letholepis, endémica al lugar y considerada como amenazada
segun la NOM-059-SEMARNAT-2001 (Semarnat, 2002).

Atexcac es un lago originado en el Cuaternario por una explosion fredtica que ha
sufrido con el tiempo un proceso de desecacion natural y humana, basado en el andlisis de
la lava, su origen ha sido calculado en 0.33 + 0.08 millones de afios (Carrasco-Nufiez et al.,
2007); es un lago de forma ovoide (Fig. 1), con una longitud méaxima, superficie, volumen
y profundidad menores que en La Preciosa (Cuadro 1), su orientacion es SW-NE. La
temperatura del agua es templada y oscila de 14.6 a 22 °C con el periodo de mezcla de
enero a marzo a una temperatura alrededor de 15 °C. Su salinidad es de 6.5 g L™ y en su
geologia se observa que cuenta con una pared formada por calizas de origen mesozoico,
mientras que las deméas son de material volcanico. Es un lago con baja diversidad de
fitoplancton y zooplancton, se tienen registradas algunas especies de metazooplancton (J.
Ciros-Pérez y B. LoOpez-Lopez, comunicacion personal): un copépodo del grupo
Leptodiaptomus sicilis, los cyclopoides E. torresphilipi, E. pseudoensifer y Parcyclops
chiltonii y dos especies de rotiferos (B. grupo plicatilis y H. jenkinae), también hay un
registro de claddceros del género Ceriodaphnia (Macek et al., 1994). El picoplancton
presenta sus maximos poblacionales durante la mezcla (107 cél. mI™), previo al crecimiento
de las cianobacterias filamentosas. Los nanoflagelados heterotroficos y los ciliados

abundan (<10% cél. mI™y <5 cél. mI™).

Cuadro 1. Comparativo de algunas caracteristicas de los lagos de la Cuenca Oriental considerados

en este estudio (modificado de Arredondo, 1995).

Atexcac La Preciosa El Carmen
Longitud maxima (km) 0.78 1.34 ~14
Area superficial (km?) 0.29 0.78 ~84
Volumen (m® X 10°) 6.15 16.20
Profundidad maxima (m) | 39.1 45.5 1.5
Salinidad (g L™) 6.5 1.1 1.1-10.7
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Métodos

Establecimiento y mantenimiento de cepas de Leptodiaptomus cf. sicilis en laboratorio

Se tomaron muestras vivas de zooplancton provenientes de los lagos Atexcac (19° 20’ N y
97° 27° W), La Preciosa (19° 22’ N y 97° 23> W) y El Carmen (19° 15° — 19° 20’ N y 97°
35" - 97°38” W). A partir de las muestras se aislaron aleatoriamente entre 100-150
organismos adultos (machos y hembras ovigeras), que fueron utilizados para iniciar las
cepas de cultivo en el laboratorio. Los copépodos se colocaron en recipientes de vidrio de
4L, con agua preparada con sales comerciales (Instant Ocean®, Aquarium Systems) a la
salinidad en la que se encontraba cada cuerpo de agua durante la colecta. Los cultivos se
mantuvieron bajo condiciones de temperatura y fotoperiodo constantes siguiendo la

metodologia propuesta por Montiel-Martinez et al. (2008).

Para el mantenimiento general y alimentacion de las cepas de copépodos se han
utilizado microalgas procedentes de cepas mantenidas en la coleccion del Laboratorio de
Limnologia de la FES Iztacala, UNAM: las algas verdes Tetraselmis suecica y Chlorella
vulgaris, originalmente cedidas por el Instituto de Ciencias del Mar de Andalucia (Cadiz,
Espafia) y por la Universidad de Texas, respectivamente. Estas microalgas se eligieron
porque se encuentran en el intervalo de tamafios de las particulas alimenticias de las cuales
se alimentan los diferentes estadios de copépodos en condiciones naturales (Santer, 1996;
Schallenberg y Burns, 2001). Con el fin de que las algas tuvieran una calidad constante, se
establecieron cultivos semicontinuos (véase Boraas, 1993). Para T. suecica, el medio de
cultivo se prepar6 con sales marinas comerciales o con medio EPA (USEPA, 1985) para C.
vulgaris, disueltas en agua electrodesionizada (de un sistema Millipore Elix-5), esterilizada

en autoclave y fertilizada con medio /2 modificado (Guillard y Ryther, 1962).

Andlisis de variabilidad y divergencia genética intra e interpoblacional

Durante las colectas realizadas para el aislamiento de copepodos, se colectaron muestras

cualitativas de zooplancton con una malla de apertura de poro de 63 um, que fueron
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preservadas en alcohol absoluto. A partir de ellas, se aislaron 10 hembras adultas ovigeras y
10 machos adultos de L. cf. sicilis de cada una de las poblaciones estudiadas.

Se secuencid el gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad I (COI) cuya regién
de ~655 pares de bases ha sido probada como buen indicador para la identificacion de
organismos a nivel de especie (Ratnasingham y Hebert, 2007), y particularmente para el
analisis filogenético de copépodos calanoideos (Lee, 2000). A partir de cada uno de los
individuos aislados, se extrajo el ADN total utilizando el método de la Proteinasa K
(Hoelzel y Green, 1992). Para amplificar el fragmento del gen COI se utilizaron los
cebadores LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al., 1994). Después se utilizé la técnica de
ciclos de perfiles de temperatura para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus
siglas en ingles) descrita por Lee (2000) y Cristescu et al. (2001), para detalles de la técnica
ver Lodish et al. (1996) y Ruiz-Pérez (2008). El producto de PCR fue purificado con el kit
QIAquick® (Qiagen, 2001) y posteriormente enviado para su secuenciacion. Los productos
obtenidos se alinearon utilizando el editor BigDye© Terminator v.3.1 como se describe en
Hajibabaei et al. (2006) y secuenciados bidireccionalmente utilizando un secuenciador
capilar ABI 3730 (Laboratorio de Analisis y Quimica de ADN, FES lztacala, UNAM)
siguiendo las instrucciones del fabricante (Martinez-Montiel et al., 2008).

Ademas de las secuencias de los individuos de las tres poblaciones, también se
utilizaron las de L. siciloides (ZPLMX814-06|ZPLMX845, ZPLMX816-06|ZPLMX847,
ZPLMX817-06|ZPLMX848) L. minutus (GBA3095-08|EU825134, GBA3092-08|
EU825137, GBA3041-08|EU825188), L. novamexicanus (ZPLMX182-06|ZPLMX213,
ZPLMX921-06|ZPLMX928, ZPLMX922-06|ZPLMX929) y de Mastigodiaptomus
albuquerquensis (ZPLMX248-06|ZPLMX279, ZPLMX526-06|ZPLMX557, ZPLMX528-
06|ZPLMX559), obtenidas de la base de datos del Barcode of Life Data Systems (BOLD
Systems, 2010) para hacer una comparacion entre las especies. En este punto es necesario
sefialar que no fue posible utilizar secuencias de L. sicilis de la localidad tipo (Lago
Michigan) u otra para compararlas con las de la Cuenca Oriental debido a que si bien ya
fueron obtenidas por un grupo de trabajo de la Universidad de Windsor, Canada, todavia no

estan disponibles para su uso al publico general; por otro lado, del material colectado y
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donado por el Dr. Manuel Elias Gutiérrez para nuestra revision, proveniente los lagos Eire
(Lei, 29-06-10; Centro, Toledo-Ohio, 10-07-10), Hurén (Warden, 25-07-10; Weter 2, 25-
07-10) y Gran Lago (sin fecha), asi como del rio Detroit (Windsor, 30-07-10), no fue
posible aislar ningun ejemplar de L. sicilis, por lo que el analisis de secuencias no pudo
realizarse como se planed. Todas las secuencias se alinearon usando el software Chromas
2.13 (Technelysium Pty Ltd., 2001) y MEGA 4 (Tamura et al., 2007), las divergencias
genéticas se calcularon utilizando el modelo de distancia de dos parametros de Kimura o
K2P (Kimura, 1980; 1981) y con los arboles de vecinos cercanos generados con las
distancias K2P se obtuvo una representacion gréfica del patrén de divergencia entre las
especies (Saitou y Nei, 1987), por ultimo, con el software MEGA 4 se elabor6 un arbol

simplificado de todas las poblaciones (Kumar et al., 2004).

Anélisis de morfologia comparada

A partir de las muestras colectadas en campo y de los cultivos preexperimentales, se
seleccionaron individuos adultos de ambos sexos de los tres diferentes cuerpos de agua. El
trabajo de morfologia comparada se realizd utilizando ejemplares completos asi como
diseccionados y montados en preparaciones, poniendo especial atencion en aquellas
caracteristicas que definen a L. sicilis s.s como especie taxondémica, haciendo énfasis en las
estructuras implicadas en el reconocimiento de pareja y apareamiento (Ting et al., 2000;
Dussart y Defaye, 2001).

Con el microscopio compuesto y el tubo de dibujo (Leica DM LB2), se realizaron
los esquemas correspondientes (a un aumento de 1000x) y se midieron las estructuras ya
referidas en cada individuo. Mediante fotografias obtenidas utilizando los microscopios
electronicos de barrido Hitachi S-400 de la Universidad de Valencia, Espafia y JEOL
JSM6360LV del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM se intentd
encontrar diferencias a nivel fino entre las poblaciones. Ademas, se realizé una
caracterizacion de las diferentes estructuras anatomicas siguiendo procedimientos estandar
utilizados en la taxonomia de copépodos del género Leptodiaptomus (p. e., Elias-Gutiérrez
et al., 1999; Suarez-Morales et al., 2000b; Montiel-Martinez et al., 2008).
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Efecto de la salinidad sobre la supervivencia y desarrollo de las diferentes poblaciones

Se analiz6 la respuesta de las poblaciones a tres salinidades (1.1, 3.8'y 6.5 g L™), que
incluyen las salinidades de los lagos La Preciosa (1.1 g L), la de Atexcac (6.5 g L™), y una
cercana a la presentada en El Carmen durante la colecta de los organismos (4.4 g L™) e
intermedia con las de los otros lagos. Las diferentes salinidades se prepararon mediante la
dilucion de sales marinas comerciales con agua electrodesionizada y estéril. Se adicionaron
microalgas en exceso (una mezcla de C. vulgaris y T. suecica; en una proporcion 1:1; >20
mg CL™) como alimento para los copépodos, evitando asi los efectos de limitacién de

recursos.

Supervivencia. Para determinar si existe 0o no tolerancia a los cambios en la salinidad
(plasticidad fenotipica), se evalud la supervivencia relativa de cada poblacion en las
diferentes salinidades experimentales utilizando la metodologia propuesta por Montiel-
Martinez et al. (2008). Previamente al inicio del experimento, los organismos fueron
aclimatados gradualmente durante una semana al tratamiento correspondiente (cultivos

preexperimentales).

Cada tratamiento se aplicé con 8 réplicas; las unidades experimentales consistieron
de placas de poliestireno de seis pocillos, cada una con 8 ml de medio. En cada uno de los
pocillos se colocd un organismo juvenil en estadio de copepodito 3 (C3). Esta eleccion se
debe a dos razones: 1) los estadios C3 son etapas del desarrollo en las que hay una
tolerancia intermedia a la salinidad, es decir, no son tan sensibles como las larvas nauplio y
los estadios de copepodito temprano (C1 y C2), ni tan resistentes como los adultos
(Cervetto et al., 1999); y 2) los C3 tienen estructuras morfoldgicas faciles de diferenciar

respecto a los estadios predecesores.

Diariamente se hicieron los recuentos de los organismos y, en su caso, se eliminaron
los organismos muertos; adicionalmente se hizo el recambio de las unidades experimentales
y el medio de cultivo con la salinidad y alimento respectivos. Con los resultados se

calcularon las tasas de supervivencia diarias para cada poblacion.
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Para comparar los efectos principales de los factores salinidad y tiempo en cada
lago, asi como su interaccion, se hizo un analisis de varianza de medidas repetidas
(ANOVAR; von Ende, 1993) de las supervivencias relativas en cada salinidad. Al
encontrarse diferencias significativas en el ANOVAR, se realizaron pruebas post hoc de
Student-Newman-Keuls (Sokal y Rohlf, 1969). Para todos los analisis estadisticos se utiliz6
el programa informéatico SPSS 17.0 (SPSS Inc., 2008).

Desarrollo. Para realizar estos experimentos se prepararon los medios con las diferentes
salinidades y cantidad de alimento, de la misma manera que en los experimentos previos.
Se evaluaron dos aspectos: 1) el efecto de las diferentes salinidades sobre el éxito de muda

entre estadios en los organismos, y 2) el porcentaje de juveniles que llegaron a la madurez.

En cada experimento se contd con ocho réplicas por tratamiento, cada unidad
experimental fue como se describié previamente y los organismos experimentales
utilizados fueron copépodos en estadio C3. Los recambios y observaciones al microscopio,
se efectuaron diariamente al igual que en los experimentos anteriores. En el caso del
experimento de éxito de muda, se contabilizé la proporcién de aquellos individuos que
mudaron entre cada estadio (de C3 a C4, de C4 a C5 y de C5 a adulto). Si se encontraban
organismos mudados, éstos eran contabilizados y puestos en medio nuevo, mientras que los

exoesqueletos y los muertos se eliminaron.

Al finalizar el experimento de madurez se registrd el estadio de desarrollo de los
copépodos supervivientes y el namero de aquellos que alcanzaron el estadio adulto. Para
determinar si hay o no diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de
salinidad se hicieron analisis estadisticos de comparacion de medias (Dytham, 2003) y al
encontrarse diferencias significativas en los analisis estadisticos, se realizaron pruebas post
hoc de Student Newman Keuls (Dytham, 2003).
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Experimentos de entrecruzamiento

Reproduccidn intrapoblacional. Se siguieron los procedimientos basicos con las salinidades

experimentales que se describieron en los experimentos de supervivencia. Dado que se
necesitaban hembras fecundadas, los cultivos preexperimentales consistieron de hembras en
estadios avanzados de copepodito (C5) y machos adultos colocados en proporcion 2:1,
obtenidos de las poblaciones provenientes de los cultivos stock. Se seleccionaron 12 triadas
de cada lago por tratamiento de salinidad (1.1, 3.8 y 6.5 g L), colocandose cada una en
matraces con 50 ml de medio. Las observaciones y recambios de medio se realizaron
diariamente durante 15 dias. Los individuos muertos se eliminaron y en caso de ser machos
se sustituian por otros. Por otro lado, las hembras ovigeras o con espermatoforo fueron
transferidas individualmente a placas de acrilico con 9 ml del medio. Se contabilizo el
namero de huevos puestos por hembra y se calcul6 el porcentaje de eclosién de los mismos
(Santer y van den Bosch, 1994; Santer, 1996; Montiel-Martinez et al., 2008). Para
determinar si hubo o no diferencias significativas entre los diferentes tratamientos se
utilizaron las pruebas de comparacion de medias y las pruebas post hoc de Student

Newman Keuls, como se indica en el experimento de efecto de salinidad.

Reproduccién interpoblacional. Este analisis se realiz6 comparando el éxito de

apareamiento entre hembras y machos originarios de diferentes poblaciones (apareamientos
interpoblacionales), y contrastandolo con el observado entre hembras y machos de una
misma poblacion (apareamientos intrapoblacionales). Los tratamientos se Ilevaron a cabo
en condiciones de alimento en exceso, asi como fotoperiodo y temperatura constantes. La
salinidad a la cual se hicieron los experimentos se determind a partir de los resultados de
los experimentos tolerancia a la salinidad, eligiéndose 3.8 g L™, por ser la condicién en la
que las tres poblaciones involucradas mostraron un comportamiento relativamente éptimo y

sobrevivieron exitosamente.
Los copépodos se obtuvieron de los cultivos preexperimentales y fueron

aclimatados gradualmente incrementando o disminuyendo la salinidad durante periodos de

24 horas entre recambios de medio hasta alcanzar la salinidad experimental. Se siguio el
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método de “no eleccion”, es decir, los machos que se colocaron pertenecian solamente a
una poblacién y las hembras a otra. Se separaron organismos juveniles en estadio C5 en los
cuales se reconocian caracteristicas sexuales de hembra, para asi asegurar que en el
experimento se utilizaran hembras no copuladas previamente y con caracteristicas

fisiologicas comparables.

Una vez alcanzada la madurez, se coloco cada hembra con dos machos adultos, en
matraces de 50 ml de medio con alimento abundante y condiciones abiéticas controladas,
durante 15 dias, hasta obtener un total de 80 observaciones (i. e., 3 apareamientos
intrapoblacionales que fungieron como control y 5 apareamientos interpoblacionales, cada
tratamiento contd con 10 réplicas); los datos de las cruzas interpoblacionales, que fungieron
como control, fueron tomados del experimento anterior (vease Cuadro 2). Durante el
experimento no se montd la cruza de hembras de Atexcac contra machos de ElI Carmen
pues se estimd que el resultado obtenido no seria diferente al generado en la cruza de
hembras de La Preciosa y los machos mencionados debido a la talla similar entre las
hembras de ambas poblaciones. Se calculé el porcentaje de encuentros resultantes en
copula (transferencia de espermat6foro) en cruzas intra e interpoblacionales, y en el caso de
generarse copulas interpoblacionales, las hembras copuladas se aislaron y se mantuvieron
en observacion para determinar la formacidén de huevos y posteriormente si éstos fueron
viables y hubo eclosion de larvas. Para determinar si hubo o no diferencias significativas
entre las diferentes cruzas se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas post hoc
de Student-Newman-Keuls (Sokal y Rohlf, 1969) utilizando el programa SPSS 17.0.

Cuadro 2. Combinaciones posibles de los experimentos de reproduccién. Se indica el origen y sexo
de los organismos experimentales. i: cruzas intrapoblacionales; x: cruzas interpoblacionales; NO:

esta cruza no se monto experimentalmente.

& Atexcac & LaPreciosa & El Carmen
Q Atexcac i X NO
Q La Preciosa X i X
¢ El Carmen X x i
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Estatus biolégico y taxondmico de las tres poblaciones pertenecientes al taxén
Leptodiaptomus cf. sicilis

Sobre la base del conjunto de resultados obtenidos de las cuatro aproximaciones (i. e.,
ecologia, reproduccion, marcadores moleculares y morfologia) se determiné si una, dos o
las tres poblaciones se pueden considerar como especies bioldgicas distintas con
morfologia similar (especies gemelas), o si se trata de una sola especie con amplia
plasticidad fenotipica o con fuerte adaptacion local.
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Resultados

Andlisis de variabilidad y divergencia genética intra e interpoblacional

De los 30 individuos de las tres poblaciones de L. cf. sicilis a los que se les extrajo el ADN
y amplifico el gen mitocondrial COl, se obtuvieron las secuencias correspondientes, pero se
desecharon algunas por su tamafo deficiente (menor de 550 pb); de estas, se utilizaron para
el analisis 7 de Atexcac, 6 de La Preciosa y 7 de ElI Carmen, todas con tamafio >607 pb; en
el anélisis también se incluyeron 3 secuencias de tres especies (9 en total) del género
Leptodiaptomus (L. novamexicanus, L. siciloides y L. minutus), y 3 secuencias de una
especie de otro género afin (Mastigodiaptomus albuquerquensis), como grupo externo, para
obtener un arbol de distancias genéticas mas robusto (Fig. 2). Sin embargo, no fue posible
incluir las secuencias de L. sicilis de organismos provenientes de los Grandes Lagos (i. e.,
terra typica), ya que no estan disponibles en la base de datos del Barcode of Life Data o
GenBank, ni tampoco se pudieron obtener de organismos provenientes de muestras
colectadas en dichos cuerpos de agua, y donadas por el Dr. Manuel Elias Gutiérrez, con las
que se tendria una idea completa de las relaciones filogenéticas de las poblaciones de la
Cuenca Oriental con aquellas provenientes de localidades del norte del continente.

Las secuencias de L. cf. sicilis fueron editadas hasta un tamafio de 607 pb y
alineadas junto a las de las especies de comparacion seleccionadas, después se obtuvieron
los valores medios de las distancias genéticas con el modelo de K2P, que se resumen en la
Cuadro 3, obteniéndose en todas las poblaciones de Oriental valores menores al 2%, con la

mayor divergencia entre EI Carmen y La Preciosa (1.59%).
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Cuadro 3. Porcentaje promedio + error estdndar de la distancia genética segin el modelo de 2
parametros de Kimura (K2P). La representacion grafica se muestra en la Fig. 11. Car: El Carmen;
Pre: La Preciosa; Ate: Atexcac; Ls: L. siciloides; Ln: L. novamexicanus; Lm: L. minutus; Ma: M.

albuquerquensis.

1. Car 2. Pre 3. Atex 4. Ls 5.Ln 6.Lm 7. Ma

1/0.26+0.1

21159+04 090+0.3

3/094+03 147+04 042%0.2

41226+22 233+23 228+23 0.0x0.0

5(222+23 233+24 230%x24 201%x22 013+0.1

61269+26 27.9+x27 269%+26 234%x24 252+26 00zx00

71254+25 258+24 253+24 226+24 27.0+x27 289%+28 1.0+04

Posteriormente se realizo el test de filogenia de vecinos mas cercanos (neighbor
joining), con un bootstrap de 1000 réplicas y el modelo de K2P, generandose un arbol de
identidad (Fig. 2) y por ultimo un arbol simplificado de todas las poblaciones (Fig. 3), en
los cuales se observé que los individuos de cada poblacion de la Cuenca Oriental se
agrupan entre si y separados de las otras, con una mayor cercania entre los copépodos de La
Preciosa y Atexcac con respecto a los de EI Carmen, con haplotipos propios de cada
poblacion. Como era de esperarse, las secuencias de L. novamexicanus, L. minutus, L.
siciloides y M. albuquerquensis, se separan por una distancia mayor (>20%) formando

clados distintos.
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Fig. 2. Arbol de divergencia genética generado mediante el método de neighbor-joining (vecino

mas cercano) de las secuencias del gen COI de individuos de las 3 poblaciones de L. cf. sicilis

provenientes de la Cuenca Oriental y de L. siciloides, L. novamexicanus, L. minutus y M.

albuguerquensis (véanse detalles en el texto) segin el modelo de K2P. Los valores mostrados en

cada clado corresponden al valor de bootstrap obtenido con el analisis de neighbor joining.
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Fig. 3. Arbol simplificado de divergencia genética (vecino mas cercano) de los individuos de las 3
poblaciones de L. cf. sicilis provenientes de la Cuenca Oriental y de L. siciloides, L.
novamexicanus, L. minutus y M. albuquerquensis, segin el modelo de 2 pardmetros de Kimura.
Los valores mostrados en cada clado corresponden al valor de bootstrap obtenido con el analisis de

neighbor joining.

Andlisis de morfologia comparada

Al comparar a los copépodos de las tres poblaciones de la Cuenca Oriental con respecto a la
descripcion original de Forbes (1882), quien lo describié originalmente como Diaptomus
sicilis, y con otra literatura especializada y las diferentes claves de identificacion para
adultos (Herrick, 1884; De Guerne y Richard, 1889; Schacht, 1897; Marsh, 1907 y 1918;
Wilson y Yeatman, 1959; Lesko et al., 2003; Aliberti et al., 2009) y nauplios (Czaika,
1982), se confirmd que todos los especimenes corresponden al taxon Leptodiaptomus sicilis
(Fig. 4). Sin embargo, se observaron diferencias en las tallas tanto de machos como de
hembras de cada poblacion (Cuadro 4), siendo los organismos de EI Carmen
significativamente mas grandes (ANOVA P<0.05) que los de La Preciosa y éstos a su vez,
que los de Atexcac (Fig. 5). En las tres poblaciones los machos son de menor talla que las
hembras en poco més del 10%. También se encontraron patrones de coloracion constantes

en los organismos (rojos en EI Carmen y Atexcac e incoloros en La Preciosa).
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Fig. 4. Esquemas de Leptodiaptomus sicilis. A) Descripcion original, 20: Quinta pata de hembra; 6:
Quinta pata de macho (tomado de Forbes, 1882, Lam. VIII); B) 1: Quinta pata de macho; 2: Quinta
pata de hembra; 3: Urosoma de hembra (tomado de Schacht, 1897, Lam. XXI); C) 13a: Quinta pata
de macho; 14: Crecimiento en el segmento 23 de la anténula derecha del macho; 13b: Quinta pata
de hembra; (tomado de De Guerne, 1889, Lam. Il); D) 1: Urosoma de hembra; 2: Quinta pata de
hembra; 3: Quinta pata de macho; 4: Crecimiento en el segmento 23 de la anténula derecha del
macho (tomado de Wilson y Yeatman, 1959, Fig. 29.75).
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Para comparar las poblaciones de los lagos estudiados con las provenientes de
lugares préximos a la localidad (Lago Michigan) en la que fue descrito el taxon L. sicilis
(Forbes, 1882) se pidi6 material biologico proveniente de los Grandes Lagos, el cual fue
donado por el Dr. Manuel Elias Gutiérrez, y colectado en los lagos: Eire (Lei, 29-06-10;
Centro, Toledo-Ohio, 10-07-10), Hur6én (Warden, 25-07-10; Weter 2, 25-07-10) y Gran
Lago (sin fecha), asi como del rio Detroit (Windsor, 30-07-10), pero desafortunadamente

no fue posible aislar ejemplares de L. sicilis de este material.

Cuadro 4. Comparacion de la talla (mm; 0.88 - 1.439 : 0.77 - 1.2943) de hembras y machos adultos
de cada poblacion estudiada, provenientes de ejemplares de campo. Se indican la existencia (*, °, <)
de diferencias significativas resultado de la comparacion entre hembras por una lado y machos ()
por el otro, de las tres poblaciones, segin pruebas post hoc de Student Newman Keuls (ambas

P<0.05).

Lago Atexcac La Preciosa El Carmen
Sexo Q 4 Q 3 Q 4
Rangode |0.88-0.93 0.77-0.83 1.06-1.16 092-1.01 133-1.43 118-1.29
tallas (mm) * * o o> “

Mediay | 0.91+0.004 0.80+0.003 1.13+0.006 0.96+0.006 1.38+0.007 1.24+0.008

error est.
n 20 20 20 20 20 20

proporcién 0.87 0.84 0.89
3/Q
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Atexcac La Preciosa El Carmen Atexcac La Preciosa El Carmen
Hembras Machos

Fig. 5. Comparacion de las tallas (mm) de los copépodos L. cf. sicilis de la Cuenca Oriental. Se
indican las medias * error estandar y la existencia (a, b, ¢) de diferencias significativas entre las

poblaciones, segin una prueba post hoc de Student Newman Keuls (P<0.05).

Después de hacer numerosas disecciones, esquemas, fotografias y observaciones en
los microscopios compuesto y electrénico de barrido, se encontrd que los organismos de los
tres lagos tienen, en general, caracteristicas similares en cuanto a la morfologia de
estructuras asociadas al dimorfismo sexual y proporcion entre distintas estructuras de
interés taxonoémico del cuerpo. En la Cuadro 5 se muestra un resumen de algunas
proporciones obtenidas de algunas estructuras implicadas en la reproduccién, las cuales,
debido a su importancia en el apareamiento, nos harian suponer alguna divergencia en el
reconocimiento de pareja, por lo menos temprana, entre las poblaciones. Sin embargo, se
observo que, a pesar de las diferencias de tamafio del cuerpo entre las poblaciones de la
Cuenca Oriental (Fig. 5), no existen diferencias importantes en los tamafios relativos de las
diferentes estructuras analizadas, tales como en el proceso del antepenultimo segmento de
la anténula derecha del macho, de las proporciones entre los endépodos y exépodos de las
quintas patas tanto de machos como de hembras, asi como de las espinas laterales y garra
del macho, etc. Tampoco se observaron diferencias importantes en la presencia o ausencia

de procesos, espinulas, membranas, etc. en alguna parte del cuerpo.
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Cuadro 5. Medidas de diferentes estructuras anatémicas de los copépodos de la Cuenca Oriental. Se

indican los valores de media + error estandar (mm).

Proporcion Atexcac La Preciosa El Carmen
4 Al, segmento 24 / crecimiento 1.363 £ 0.007 1.361 £ 0.021 1.365 £ 0.023
d P5izq., End./ Exp.2 1.056 £ 0.005  1.058+0.006  1.060 + 0.006
& P5 der., End./Exp.2 0.484 £ 0.010 0.477 £ 0.013 0.505 £+ 0.010
J P5, espina lateral / Exp.2 0.456 + 0.005 0.457 £ 0.010 0.468 + 0.009
& P5 der., garra / Exp.2 1.587 + 0.012 1.581 +0.014 1.581 + 0.022
Q P5 izq., End./ Exp.2 1.184+0.018  1.239+0.016  1.226 +0.007

Efecto de la salinidad sobre la supervivencia y desarrollo de las diferentes poblaciones

Supervivencia. En nuestros experimentos se observd que las tres poblaciones tienen
tolerancias diferenciales a la salinidad. En la Fig. 6 se resumen estos resultados. Se observa
un efecto negativo a la salinidad baja (1.1 g L™) sobre la supervivencia de los copépodos de
El Carmen y Atexcac, sobre todo en estos ultimos; sin embargo, este efecto es al contrario
en los copépodos de La Preciosa quienes muestran una supervivencia mayor a esta
salinidad (Fig. 6). En el analisis dentro de cada lago, en Atexcac y La Preciosa se observan
efectos significativos de la salinidad y el tiempo sobre la supervivencia de los copépodos
(ambas, ANOVAR, P<0.05), en El Carmen las diferencias no son significativas
(ANOVAR, P>0.05). Hay una mayor adecuacion a la salinidad de su lago de origen en los

copépodos de los lagos perennes.
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Desarrollo. En los tres tratamientos se observo que bajo la salinidad més alta, el
tiempo de desarrollo siempre fue menor que en la salinidad baja (Fig. 7), incluyendo La
Preciosa, donde si bien una mayor cantidad de individuos llegaron antes al estadio adulto
en la salinidad de 6.5 g L™, la tasa de supervivencia fue mayor en la salinidad de 1.1 g L™.
Al término del experimento (15 dias) se observd que en los tratamientos con la salinidad
mas baja habia un nimero alto de copepoditos en estadios juveniles (C4 y C5) provenientes

de los tres lagos, mientras que en la salinidades altas éstos eran pocos o ninguno.

La eficiencia de muda de los copépodos de las tres poblaciones es
significativamente menor en las salinidades bajas durante las mudas de C4a C5y de C5 a
adulto (todas, ANOVAs dos vias, P<0.05; Fig. 8). En condiciones de salinidad més altas
(3.8 y 6.5 g L™) los copépodos mostraron un menor tiempo entre mudas, desde C3 hasta

adulto, que al someterse a la salinidad de 1.1 g L™.

Debido a que la supervivencia en la salinidad baja fue menor en EI Carmen y
Atexcac, era de esperarse, tal como pasd, que el numero de organismos que se desarrollaron
completamente hasta llegar a adultos tuviera niveles inferiores que los organismos tratados

en salinidad alta.
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Fig. 6. Efecto de la salinidad sobre la supervivencia de las tres poblaciones de L. cf. sicilis: A) La Preciosa, B) EI Carmen y C) Atexcac. Se indican las
medias + de error estandar; letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos segun pruebas post hoc de Student Newman Keuls

(P<0.05); véanse detalles en el texto.
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detalles en el texto.



Experimentos de entrecruzamiento

Reproduccidn intrapoblacional. En la poblacion de Atexcac se observé un efecto negativo

importante de la salinidad baja (1.1 g L™) sobre la cantidad de hembras fecundadas; caso
contrario a los copépodos de La Preciosa donde a su salinidad habitual, las hembras
tuvieron un mayor porcentaje de fecundacion, el cual decrecio cerca del 75% al aumentar la
salinidad (Fig. 9). En El Carmen, el efecto de la salinidad sobre la proporcién de hembras
fecundadas no fue notorio, teniendo relativamente una menor cantidad de hembras con

espermatoforo en la salinidad baja (Fig. 9).
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Fig. 9. Porcentaje de hembras fecundadas en las cruzas intrapoblacionales en cada tratamiento de

salinidad.

En cuanto a la cantidad de huevos producidos (Fig. 10A) y larvas nauplio (Fig.

10B) eclosionadas en las poblaciones experimentales de cada lago, las hembras de El
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Carmen mostraron valores significativamente mayores a su salinidad natural (3.8 g L™) en
ambos parametros respecto a las hembras de las otras poblaciones (ANOVAs, P<0.05). En
estas hembras se observo el numero mayor de huevos (méas de 20 en algunos casos) y
nauplios en las salinidades intermedia y mayor; en la salinidad de 1.1 g L™ las hembras de
La Preciosa mostraron diferencias significativas respecto a El Carmen y Atexcac tanto en el
nimero de huevos producidos como en la cantidad de larvas eclosionadas (ANOVAs,
P<0.05); mientras que las hembras de Atexcac mostraron cantidades menores en ambos

casos en los tres tratamientos, pero con valores mayores bajo las salinidades altas.

Respecto a la tasa de eclosion (no. de nauplios eclosionados respecto al no. de
huevos producidos por hembra) solamente se encontraron diferencias significativas
(ANOVA, P<0.05) en la salinidad menor entre los copépodos de La Preciosa y EI Carmen
(Fig. 10C), en los demas tratamientos no se observaron diferencias significativas asociadas
al factor de salinidad (ANOVAs, P>0.05). Asi, en Atexcac, aun cuando el nimero de
huevos y nauplios fue menor que las presentadas por las hembras de EI Carmen y La
Preciosa en el mismo tratamiento, se observd una mayor proporcién de nauplios
eclosionados a su salinidad natural (6.5 g L™), aunque como ya se indico, no existieron
diferencias significativas con respecto a las otras poblaciones. Por otro lado, en esta misma
poblacién se observéd un decremento en la tasa de eclosion al disminuir la salinidad, siendo
nula en la salinidad de 1.1 g L™. Por el contrario, las hembras de La Preciosa mostraron una
tasa de eclosién descendente conforme aument6 la salinidad, siendo mucho mayor bajo sus
condiciones naturales. En las hembras de EI Carmen se observa una mayor tasa de eclosion
a su salinidad natural, similar a la presentada en la salinidad alta, pero mayor a la registrada

en la salinidad baja.

Reproduccidn interpoblacional. En las cinco cruzas interpoblacionales en las que consistio

el experimento se observo, aunque con diferentes tasas de exito (ANOVA, P<0.05), el
reconocimiento de pareja, la transferencia de espermatéforo del macho a la hembra

(Fig. 11), la formacion de huevos (Fig. 12A) y la eclosion de larvas nauplio (Fig. 12B).
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Se observo que las cruzas que involucraban hembras provenientes de La Preciosa y
Atexcac mostraron porcentajes de fecundacion similares, mientras que en todas las cruzas
donde se vieron involucradas las hembras de El Carmen se tuvo una cantidad mas elevada
de huevos y larvas nauplio producidas, con un valor mayor en la cruza intrapoblacional,
pero significativamente menor (ANOVAs P<0.05) al cruzarse con machos de las otras
poblaciones como se muestra en las Figuras 12A y 12B. Por su parte, tanto las hembras de
La Preciosa como las provenientes de Atexcac generaron una menor cantidad de huevos y
nauplios en las cruzas intrapoblacionales pero sin mostrar diferencias significativas entre si
y con las cruzas interpoblacionales (ANOVAs P>0.05). Finalmente, la tasa de eclosion
(Fig. 12C) no mostré diferencias significativas (ANOVA, P>0.05) entre las diferentes

cruzas experimentales.
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Fig. 11. Porcentaje de hembras fecundadas en las cruzas interpoblacionales a 3.8 g L™ de salinidad.
C. El Carmen; P. LaPreciosa; A. Atexcac.
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Discusién

Andlisis de variabilidad y divergencia genética intra e interpoblacional

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una pequefia molécula contenida en las mitocondrias y
es heredado a los descendientes solo por via materna. Se caracteriza por la ausencia de
recombinacion, por lo que los cambios en la secuencia se deben solo a mutaciones, y por
una tasa de evolucion mas rapida que el ADN nuclear, probablemente como consecuencia
de la carencia de mecanismos de reparacion de las mutaciones tras la replicacion (Ruiz-
Pérez, 2008). Su mayor tasa de evolucién permite descubrir diferencias genotipicas y
abordar relaciones de filogenia entre organismos, por lo que se han desarrollado técnicas
para identificar especies a partir del analisis de las diferencias en genes del ADNmt, como
el citocromo oxidasa subunidad | (COIl), considerado una buena herramienta taxondémica
conocida como el Cédigo de Barras (Ratnasingham y Hebert, 2007; Elias-Gutiérrez et al.,
2008), y el cual fue utilizado como marcador molecular para analizar la divergencia

genética de las poblaciones de L. cf. sicilis de la Cuenca Oriental.

En nuestros resultados obtenidos utilizando el gen COI, se encontré que los valores
de la variacion molecular entre las poblaciones fue menor al 2%, lo cual indica que los
organismos que habitan en esta zona geogréafica pueden, a priori, agruparse dentro de la
misma especie (Costa et al., 2007). Sin embargo, si se analiza la existencia de diferencias
genéticas importantes y la existencia de haplotipos que no se comparten entre poblaciones,
se puede inferir la existencia de un papel importante del aislamiento geografico y los
factores locales tales como la salinidad, ain en esta region geogréafica pequefia. Asi, de
acuerdo con estos resultados, ambos factores parecen determinar los patrones de
diversificacion genética de esta especie, por lo que es factible que las divergencias
interpoblacionales pueden ir acumulandose con el tiempo, y eventualmente impedir la
compatibilidad y flujo genético entre ellas. Ademas, algunos autores han sefialado al
proceso de divergencia en genes mitocondriales implicados en el proceso respiratorio como
uno de los motores en el proceso de especiacion, en donde la interaccion entre los genomas

mitocondrial y nuclear, con tasas de evolucion a diferente velocidad, pueden tener
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problemas de falta de sincronia en el proceso bioquimico de transferencia de electrones
durante respiracion celular, afectando la salud y viabilidad de los hibridos formados en

cruzas entre poblaciones genéticamente divergentes (Ellison y Burton, 2008).

Si bien los resultados sobre la distancia genética entre las poblaciones de la Cuenca
Oriental parecen ser insuficientes para reconocerlas como especies distintas, y que los lagos
de la Cuenca y los organismos que los habitan se encuentran a una distancia relativamente
corta (menor a 20 Km), ademas de que el tiempo que llevan separadas las poblaciones
desde que colonizaron estos lagos (~35,000 afios; Caballero et al., 2003) podria ser todavia
insuficiente si tomamos en cuenta los resultados de Lee (2000), cuyos copépodos
analizados por lo menos tenian 300,000 afios de evolucionar por separado y en ocasiones a
miles de kildbmetros de aislamiento geografico, no se debe olvidar que la distancia
geogréfica que separa a los lagos de la Cuenca Oriental puede tomar gran importancia si se
considera que los copépodos en cuestion podrian no presentar una plasticidad fenotipica
suficiente para soportan las diferencias en las condiciones abio6ticas. Ademas, no solo es
importante tolerar ambientes diferentes, se debe de tener la capacidad adecuada para la
dispersion pasiva de sus estructuras de resistencia, sin la cual, la diseminacién y
colonizacion, aun a estas distancias, no serian posibles. Ligado a lo anterior y al uso de
marcadores moleculares para encontrar patrones de diversificacion entre invertebrados
dulceacuicolas, Bohonak y Jenkins (2003) refieren que estudios que han utilizado estas
técnicas a menudo encuentran que poblaciones locales de tales organismos muestran
divergencias genéticas, lo que implicaria tasas de dispersion bajas incluso a escalas
espaciales pequefias o flujo génico no muy fuerte, indicando la existencia de patrones de
heterogeneidad microgeografica, persistencia del efecto fundador, posibles endemismos y

una profunda estructura filogeogréfica.

A diferencia de lo encontrado en la Cuenca Oriental, el uso de marcadores
moleculares ha evidenciado diferencias importantes entre distintas poblaciones de
organismos sin discrepancias morfoldgicas entre si, llegando a separarlas y otorgandoles el
rango de especie (Leibold y Geddes, 2005). Un ejemplo sobre esta aproximacion es aquel

obtenido con el crustaceo Hyalella azteca, en el cual se hallo que en realidad se trata de un
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complejo de especies gemelas con al menos 7 integrantes distintos (Witt y Hebert, 2000).
Lane (2009) recuerda otra muestra de la eficacia del gen COI separando al grupo de la
mariposa Astraptes fulgerator en 10 especies diferentes; en copépodos destaca el trabajo de
Lee (2000) con Eurytemora affinis, donde la autora combiné el asilamiento reproductivo y
un par de marcadores moleculares para identificar un conjunto de especies gemelas. Con
relacibn a México, Elias-Gutiérrez et al. (2008b) y Montiel-Martinez et al. (2008)
realizaron estudios que han contribuido al reconocimiento de nuevas especies del

zooplancton utilizando entre otros parametros este gen mitocondrial.

Por ultimo, es necesario sefialar que para realizar este andlisis no se conté con
secuencias de individuos de L. sicilis provenientes de los Grandes Lagos de Ameérica del
Norte, y con las que dadas las divergencias genéticas obtenidas dentro de la Cuenca
Oriental y las distancias geograficas mayores con respecto a estos lagos, no se debe
descartar la posibilidad de que al comparar nuestras secuencia con aquellas de los lagos
donde se describio originalmente la especie, los clados formados por las poblaciones de la
Cuenca Oriental muestren divergencias genéticas importantes que revelen la existencia de
un taxon diferente en agua mexicanas. Un caso similar ocurrio con los rotiferos Brachionus
grupo plicatilis distribuidos en la misma zona de estudio, los cuales a pesar de mostrar
divergencias genéticas bajas entre sus poblaciones, fue posible distinguirlas como una
especie distinta al compararlas con secuencias provenientes de organismos de otras

regiones del mundo (Alcéntara-Rodriguez, 2010).

Andlisis de morfologia comparada

El ciclo de vida de L. sicilis, comprende 12 estadios de desarrollo postembrionario
divididos en dos grupos: larvas nauplio (seis estadios; N1-N6) y copepoditos (seis estadios;
CI-CVI o adulto). Los machos cuentan con la antena derecha geniculada, con 5 segmentos
en el urosoma y una estructura asimétrica del quinto par de patas, donde la pata derecha es
alargada y termina en la garra copulatoria; en cambio, las hembras no tienen la antena
geniculada, los segmentos del urosoma estan fusionados y el quinto par de patas es

simétrico (Balcer et al. 1984; Sandercock y Scudder, 1994; Great Lakes Science Center,
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2008). Todas estas estructuras tienen una gran importancia al momento del reconocimiento
de pareja y para llevar a cabo la copula, por lo que, considerado que el sistema de
reconocimiento sexual define el campo para la recombinacion genética, de existir
diferencias morfoldgicas entre las poblaciones, muy probablemente estas ocurririan en tales
estructuras, seleccionadas para proporcionar un mayor éxito reproductivo. De esta manera,
los caracteres sexuales secundarios de los individuos adultos han sido utilizados
exitosamente para diferenciar entre taxones en las claves de identificacion (p. e. Wilson y
Yeatman, 1959).

Debido a que los resultados de este anélisis arrojaron diferencias significativas solo
en la talla de los organismos, se debe tener en cuenta que variables como la temperatura del
agua tienen un efecto sobre el crecimiento de los diaptomidos, los cuales muestran tallas
mayores en ambientes con temperaturas frias que bajo temperaturas célidas (Williamson y
Reid, 2001). El tamafio corporal también se ve afectado por el alimento, siendo mas
grandes los organismos cuando la comida es abundante (Balcer et al. 1984). Dado que los
ejemplares utilizados en el andlisis de morfologia comparada fueron obtenidos directamente
de muestras de campo, es probable que las condiciones antes mencionadas pudieron influir
en las tallas diferenciadas, sin embargo, se pueden descartar tales efectos, pues las
diferencias de talla entre poblaciones no cambiaron aun en los organismos mantenidos en
condiciones de laboratorio, las cuales fueron las mismas para todos los cultivos utilizados
en los experimentos con el fin de eliminar el posible efecto de la variacion ambiental (p.e.,
la temperatura y el alimento).

Al comparar los resultados encontrados de las tallas de los copépodos con respecto a
los obtenidos de la literatura (Schacht, 1897; Wilson y Yeatman, 1959; Robertson y Ganon,
1981; Balcer et al., 1984; Torke, 2001), de organismos provenientes de los Grandes Lagos,
se observa que estos siempre son de mayor talla que el promedio de los ejemplares
colectados y medidos de la Cuenca Oriental (Cuadro 6), debido tal vez a la menor

temperatura del agua que presentan durante todo el afio los lagos del norte del continente.
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Cuadro 6. Comparacién de la talla (mm) de hembras y machos adultos de los Grandes
Lagos (Schacht, 1897; Wilson y Yeatman, 1959; Robertson y Ganon, 1981; Balcer et al., 1984;
Torke, 2001) y de la Cuenca Oriental (este estudio).

Lago Lago Michigan Lago Eire Lago Superior Cuenca Oriental

Sexo Q 4 Q 3 Q 4 Q 4

Rangode | 1.2-13 10-12 12-19 11-15 15-18 13-14 09-14 08-13

tallas (mm)
Media 1.25 1.1 1.55 1.30 1.66 1.38 1.14 1.0

Proporcion 0.88 0.84 0.83 0.86
3179

Por otro lado, se observd que las variaciones en el color (rojos en Atexcac y El
Carmen y traslicidos en La Preciosa) que se muestran entre las diferentes poblaciones de la
Cuenca Oriental (en campo y en cultivos de laboratorio) recuerdan los cambios estacionales
en la coloracion reconocidos en la descripcion de Forbes y que pueden ser ocasionados por
el tipo de alimento consumido (Balcer et al., 1984); sin embargo es importante sefialar que
en las poblaciones mexicanas el color permanece siempre y no de manera temporal, ain
cuando el alimento en los cultivos de laboratorio era el mismo para todos los organismos, lo
que indicaria una seleccién de genotipos diferencial entre poblaciones resultado de distintos
factores tanto fisicos como bidticos, tales como el efecto combinado de la evadir al dafio
producido por la radiacion ultravioleta y el compromiso a evadir la presion de los
depredadores (Rhode et al. 2001, Hansson, 2004), que, por ejemplo, llevaria a seleccionar
variantes traslicidas en La Preciosa, dada la existencia de poblaciones nativas e
introducidas de peces; caso contrario a los otros dos lagos, donde estos depredadores no

existen y la seleccion de variantes coloridas es mas probable (Dimas-Flores et al., 2008).
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Efecto de la salinidad sobre la supervivencia y el desarrollo de las poblaciones

La salinidad es un factor ambiental que afecta diferentes pardmetros de la historia de vida
de los crustaceos dulceacuicolas, por ejemplo el crecimiento, desarrollo, la esperanza de
vida, el numero y tamafio de la descendencia, la edad al reproducirse por primera vez, la
distribucion y las relaciones filogenéticas entre poblaciones, pudiendo formar una barrera
que impida su flujo génico (Lowe et al., 2005a), ademas de que las concentraciones letales
de salinidad son distintas en cada grupo taxondémico (Grzesiuk y Mikulski, 2006). Por lo
que, para las poblaciones de L. cf. sicilis de las cuerpos de agua estudiados, las tolerancias
diferenciales mostradas a los cambios de salinidad pueden generar distribuciones espaciales
restringidas, generando la capacidad de habitar solamente su lago de origen y adaptandose a
éste con el fin de eliminar la pérdida de energia enfocada en la osmoregulacion, en
beneficio de procesos como la supervivencia, el desarrollo y la reproduccién, los cuales, en
caso de estar en otro lago, podrian sufrir alteraciones, aunque sutiles, importantes a largo

plazo, como se observd experimentalmente.

El intercambio de liquidos en los copépodos opera gracias a una glandula maxilar
permitiendo mantener el equilibrio osmético de los organismos (Ramirez, 2002), mientras
que la accién de la Na(+), K(+)-ATPasa se relaciona con la tolerancia a los cambios de
salinidad, actuando en la osmoregulacion celular de organismos eurihalinos, aumentado la
actividad enzimaética en proporcion a la salinidad del medio (Hollyday et al., 1990),
observandose que las diferencias en esta caracteristica pueden ser parte de las adaptaciones
de los organismos a su entorno. Lowe et al. (2005a) encontraron que diferencias en la
actividad de esta enzima son resultado de la expresién génica, lo que se reflejaria en
respuestas ecofisiologicas diferentes a la salinidad entre poblaciones relacionadas. Al saber
que los cambios en la accion de la Na(+), K(+)-ATPasa en respuesta a la salinidad son un
buen indicador de la capacidad osmoreguladora de un organismo (Lowe et al., 2005b),
podriamos pensar que contar con una gran capacidad de variar su actividad permitiria
mantener el balance idnico y osmético bajo diferentes condiciones de salinidad (Caberoy y
Quinitio, 2000) y desarrollarse en diferentes medios o0 en uno con condiciones variables (p.

e., en EI Carmen), mostrando una alta plasticidad fenotipica a los cambios de salinidad;
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mientras que al no tener esta capacidad, un cambio en el medio puede afectar tanto la
supervivencia como el crecimiento y la tasa de reproduccion, por lo que, con el fin de evitar
gastos energéticos importantes, los organismos tenderian a especializarse poco a poco
(adaptacion local) en cuerpos de agua con poca variacion ambiental como lo son Atexcac y
La Preciosa; por lo que, con el tiempo y el aislamiento adecuados, el efecto de la salinidad
terminaria creando una barreras fisioldgicas determinadas por la caracteristicas genética y

las capacidad fenotipica de los organismos.

Al presentarse caracteristicas ecoldgicas diferentes entre los lagos de la Cuenca de
Oriental, como son los ambientes salinos (como Atexcac) y de agua dulce (como La
Preciosa), los organismos que los habitan se ven forzados a presentar adaptaciones
particulares para mantener la presion osmética adecuada y la homeostasis celular (Grzesiuk
y Mikulski, 2006). Dados los costos fisioldgicos que estas representan, en general, nuestros
resultados muestran que los organismos presentan adaptaciones tendientes hacia uno u otro
lado. Sin embargo, en habitats como las lagunas costeras, los estuarios y las zonas de
inundacion y los lagos temporales (como EI Carmen), las condiciones ambientales pueden
variar mucho en periodos breves de tiempo, propiciando que los organismos que las habitan
hayan sido seleccionados para tolerar mayores cambios de salinidad, generando plasticidad
fenotipica. Esta tolerancia a la salinidad también puede ser importante para determinar la
distribucion geografica de las especies, facilitando la dispersion por medio de estructuras de
resistencia y promoviendo la capacidad de invadir otros sitios (Grzesiuk y Mikulski, 2006).
De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se puede afirmar que los
copépodos provenientes de los lagos profundos estdn mejor adaptados a la salinidad de sus
lagos de origen, sobreviviendo y reproduciéndose mejor en sus condiciones naturales y con
una respuesta diferencial a las otras condiciones ambientales a las que fueron expuestos,
mientras que la poblacion de EI Carmen parece haber desarrollado una mejor capacidad de
soportar las diferentes salinidades que se le presenta en el medio que habita.

Otro factor que interviene en la tolerancia a los cambios de salinidad es la

temperatura del agua, observandose primero que los organismos muestran una mayor tasa

de supervivencia si las variaciones en el medio no difieren en gran medida o son graduales,
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y después, que una buena aclimatacion a la temperatura incrementa la tolerancia a la
salinidad (Lance, 1963). En el caso de los experimentos realizados, la temperatura fue en
todo momento controlada (18.6 °C) con el fin de afectar en la misma medida a las tres
poblaciones, las cuales si bien tenian un origen distinto al colectarse, fueron aclimatadas en
los cultivos durante un largo periodo a una temperatura comun; en la naturaleza, es
probable que el efecto de los cambios de temperatura afecte en mayor medida a las
poblaciones de Atexcac y La Preciosa, adaptadas a vivir bajo condiciones diarias mas
estables y con cambios graduales en el tiempo (la dindmica hidrodinamica monociclica de
mezcla y estratificacion caracteristica de estos lagos; véase p. e., Alcocer et al., 2000;
Macek et al., 2009), a diferencia de los copépodos de ElI Carmen, que deben tolerar
intervalos de temperatura importantes cada dia, lo que los obligaria a desarrollar la
capacidad de soportar estos cambios por medio de adaptaciones encaminadas hacia la

plasticidad fenotipica.

Comparando los experimentos de desarrollo, encontramos que Payne y Rippingale
(2001) al estudiar al copépodo estuarino Gladioferens imparipes sefialan que estos son muy
plasticos, aunque a salinidades elevadas el tiempo de maduracién disminuye, patron que
coincide con los resultados obtenidos en la poblacion de EI Carmen los cuales al igual que
G. imparipes habitan en un sistema con fuertes cambios ambientales. De esta manera, se
puede decir que la salinidad alta acelera el proceso de desarrollo en los copépodos de los
tres lagos, mientras que la salinidad baja tiene el efecto de atrasarlo o dificultarlo, p. e., se
observd a organismos que morian en el intento de separarse de sus exubias 0 que nunca
mudaban; este efecto fue observado mas frecuentemente en los organismos provenientes de
El Carmen y Atexcac. Por el contrario, los copépodos de La Preciosa parecen haberse
adaptado localmente a condiciones de la salinidad baja, resultado posiblemente del efecto

fundador y los malos medios de dispersion y colonizacion de las otras poblaciones.

Experimentos de entrecruzamiento

En relacion a estos experimentos, es importante recordar que la reproduccion en los

copépodos calanoideos es de tipo sexual estrictamente, e inicia con la persecucion del
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macho siguiendo el rastro de las sefiales quimicas de la hembra; después se realiza el
encuentro de ambos y la copula, que lleva a la unién de los gametos cuando el macho
adhiere su espermatdforo al poro genital de la hembra. Posteriormente se da la formacion
del cigoto y el huevo (de tipo subitaneo o de resistencia), de donde eclosionara una larva
nauplio que seguira su desarrollo hasta ser adulto y continuar el ciclo de vida (Williamson y
Reid, 2001).

Sobre el efecto de la salinidad en la reproduccion, como se observé en los
organismos de La Preciosa bajo salinidades de 3.8 y 6.5 g L™, los cambios en la salinidad
sobre la maduracion y reproduccion en cultivos con exceso de alimento son menores que
cuando se tienen a los organismos bajo estrés alimenticio, por lo que ain en condiciones de
salinidad mas elevadas que las naturales, los copépodos pueden seguir manteniéndose hasta
cierto punto fecundos sin padecer tanto el costo energético que requiere la osmoregulacion
(Payne y Rippingale,2001). A pesar de estas condiciones, los copépodos de Atexcac,
siguiendo el mismo patrén observado en los experimentos de supervivencia y desarrollo
(también con condiciones de alimento 6ptimas), no lograron reproducirse en la salinidad
mas baja, demostrando que estas variantes genéticas tienen capacidad baja para permanecer
en un ambiente con tales caracteristicas. En contraste, en condiciones de salinidad alta (la
de su lago de origen), a la cudl deberian estar bien adaptadas, las hembras de Atexcac
produjeron las cantidades de huevos y nauplios mas baja en comparacion a las hembras de
las otras poblaciones, aunque su tasa de eclosién fue la mas elevada. En lo que respecta a la
mayor cantidad de huevos y nauplios que presentaron las hembras de ElI Carmen en los
tratamientos de salinidad intermedia y elevada, se puede inferir que el tamafio corporal esta
relacionado positivamente con la cantidad de huevos por hembra que estas pueden
producir, por lo que siendo de mayor talla, las de ElI Carmen tienen la capacidad de destinar
una cantidad mayor de energia a la produccion de huevos, como también se ha observado
con individuos del Lago Eire (Balcer et al., 1984). Otra posibilidad se puede plantear es que
quiza la poblacion de EI Carmen produzca un numero alto de huevos como resultado de la
presidn de seleccion de hacer frente a un ambiente impredecible y variable, en espera de
que un numero mayor de individuos multiplique las apuestas en espera de una mayor tasa

de supervivencia de la poblacion.
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Por otro lado, al presentarse en cada uno de los lagos de la Cuenca Oriental
condiciones bidticas y abioticas diferentes, podria suceder en éstos un proceso similar al
descrito en las poblaciones de L. sicilis de los Grandes Lagos, en las que se ha observado
que tanto la proporcion de machos y hembras, asi como la época reproductiva y la cantidad
de huevos producidos en cada poblacion, no coincide totalmente (Balcer et al., 1984). De
acuerdo con esto, seria interesante realizar un estudio con observaciones detalladas de las
poblaciones de copépodos de cada lago a lo largo del ciclo anual y determinar si existen
variaciones en sus historias de vida que puedan estar relacionadas con la capacidad de los
organismos de transportarse y eventualmente poder reproducirse en los distintos cuerpos de

agua.

Como se sefial6 en los resultados del experimento de reproduccion interpoblacional,
en todas las cruzas analizadas, los individuos tuvieron éxito reproductivo a pesar de que la
talla de los organismos pareciera a simple vista un impedimento mecéanico pues las hembras
de El Carmen son mucho mas grandes que los machos de La Preciosa y Atexcac, por
ejemplo. Sin embargo, es de destacar que el porcentaje de hembras fecundadas en cruzas
interpoblacionales fue, en general mas exitoso que en las cruzas intrapoblacionales.
Adicionalmente, los resultados indican que ain cuando los gametos provienen de un macho
distinto al del lago de origen de la hembra, el reconocimiento gamético, la formacion de los

huevos y los hibridos son viables, por lo tanto la recombinacion genética adin son posibles.

De acuerdo con lo anterior, los resultados obtenidos de este experimento sefialan
que en condiciones de laboratorio, las barreras ecoldgicas naturales que en principio se
establecerian gracias al aislamiento geografico entre los cuerpos de agua y por las
diferencias en salinidades entre cada lago, no son tan relevantes como se esperaria a priori
y que los organismos tienen la capacidad de mantener flujo genético potencial en
condiciones naturales. Lo anterior, basdndonos en el concepto bioldgico de especie
(Dobzhansky, 1935; Mayr, 1942), los copépodos de la Cuenca Oriental forman parte de la
misma especie bioldgica y no un complejo de especies cripticas. Existen diversos ejemplos
gque muestran un patron contrario al de los lagos de la Cuenca Oriental, por ejemplo los
trabajos de Serra et al. (1998), Lee (2000) y Montiel-Martinez (2006) donde tanto los
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rotiferos del grupo Brachionus en Espafia como los copépodos analizados en México y
Norteamérica, si pudieron ser reconocidos como especies cripticas al no formar hibridos en
las cruzas interpoblacionales ademéas de mostrar tolerancias diferentes en las condiciones

ambientales.

Para verificar correctamente la existencia de una panmixis total entre las
poblaciones, y por lo tanto la existencia de una sola especie bioldgica, es necesario evaluar
la viabilidad a largo plazo de los hibridos interpoblacionales (F1), haciendo un seguimiento
del desarrollo de éstos hasta le etapa adulta y realizar de nuevo entrecruzamientos para
verificar su fertilidad y viabilidad a largo plazo (F2) como lo mencionan Lee (2000) y
Ellison y Burton (2008) pues en este proceso se pueden evidenciar deficiencias fisioldgicas
o malformaciones morfolégicas o infertilidad de los hibridos (Stebbins, 1958; Wu y Davis,

1993) que de momento no se pudieron observar.

Estatus biol6gico y taxondmico de las tres poblaciones pertenecientes al taxon
Leptodiaptomus cf. sicilis

Todos los resultados obtenidos a partir de los analisis de biologia molecular y morfologia
comparada, asi como los generados por los experimentos de autoecologia y reproduccion,
fueron utilizados con el fin de determinar si las poblaciones de L. cf. sicilis de la Cuenca
Oriental, corresponden actualmente a especies bioldgicas distintas pertenecientes a un
complejo de especies gemelas 0 a una especie distribuida ampliamente con plasticidad

fenotipica alta o fuerte adaptacion local.

El analisis de biologia molecular nos da muestras de que las poblaciones se
encuentran en un proceso importante de diversificacion genética, relacionado
aparentemente con un fuerte efecto fundador, reforzado por el aislamiento geografico que
se da por la naturaleza de distribucion de los cuerpos de agua, la mala dispersion de las
estructuras de resistencia y la visible adaptacion local a las condiciones de salinidad del
medio que ha ocurrido en los organismos. Estos resultados sugirieren que con el tiempo
suficiente, existe la posibilidad de un incremento en la divergencia genética entre las

distintas poblaciones.
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Por su parte, el estudio de morfologia comparada solo revelé diferencias
importantes en el tamafio general de los organismos pero no en su forma o estructura de
caracteres implicados en la reproduccion, por lo, como se comprobd durante el
experimento de reproduccion interpoblacional, éstos copépodos tienen la capacidad de
mantener reconocimiento fisico con sus parejas sexuales de otras poblaciones, aun cuando
la talla parezca ser un impedimento para lograrlo. Los resultados del experimento de
tolerancia a la salinidad sugieren que el aislamiento geografico y la salinidad tienen un
efecto de seleccidn importante como factor de diversificacion de las poblaciones de L. cf.
sicilis, delimitando su distribucion espacial y actuando como barreras ecoldgicas que

probablemente impiden el intercambio genético interpoblacional de manera natural.

Los resultados arrojados por el experimento de entrecruzamiento intrapoblacional
advierten, de la misma manera que el anterior, que un posible desplazamiento de los
copépodos, por lo menos entre los dos lagos perennes, no seria suficiente al momento de
intentar entrecruzarse y generar la descendencia necesaria para conquistar otros ambientes
con condiciones de salinidades diferentes. Por ultimo, los resultados del entrecruzamiento
interpoblacional sefialan que existe el potencial de reconocimiento sexual e intercambio
genético entre las tres poblaciones, llegando a formar hibridos, aunque éstos tendrian que

ser seguidos en el tiempo para comprobar si realmente son feértiles.

Se sabe que los lagos de Atexcac y La Preciosa son ambientes relativamente
homogéneos temporal y espacialmente, con condiciones abidticas que, a pesar de ser
contrastantes durante los periodo de estratificacion y mezcla a lo largo del ciclo anual,
resultan predecibles en tiempo evolutivo, por lo que es posible pensar que estos factores
han representado presiones de seleccion en los organismos que los habitan, afectando entre
otras cosas las posibilidades de migracién e intercambio de genotipos entre los lagos, al
parecer, disminuyendo el éxito de dispersion de las estructuras de resistencia implicadas en
la dispersidn pasiva entre lagos, resultado de dos mecanismos principales: (1) persistencia
del efecto fundador, evidenciado por la diferencia haplotipica entre las poblaciones y (2) el
y favorecimiento de la adaptacion local sobre la plasticidad fenotipica, dejando de lado la

oportunidad de explotar una gama amplia de condiciones ambientales en beneficio de
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aprovechar las condiciones existentes; la posibilidad de adaptarse a un ambiente estable
seria mayor que la necesidad de mostrar una respuesta pléstica a los cambios drasticos (De
Meester et al., 2002; Kingsolver et al., 2002). De acuerdo con lo anterior, en sistemas con
heterogeneidad ambiental importante, los “generalistas” tendrian una probabilidad mayor
de ser seleccionados, desarrollando estrategias eficientes plasticidad fenotipica y de
dispersion pasiva; sin embrago, ante la posibilidad de colonizar ambientes previamente
ocupados por especialistas, la posibilidad de establecerse en dichos sistemas ocurriria con
una probabilidad muy baja (De Meester et al., 2002). En la Cuenca Oriental parece que
ambos escenarios se dan en los organismos que habitan los lagos perenes en contraste de
los que habitan el lago temporal.

En conjunto, estas evidencias indican que las poblaciones de L. cf. sicilis de los
lagos de la Cuenca Oriental se encuentran en un proceso de diversificacion que implica la
adaptacion local (una adecuacion mayor para sobrevivir y reproducirse en su ambiente en
comparacion a los inmigrantes potenciales) a las condiciones de salinidad de sus lagos de
origen de los copépodos de Atexcac y La Preciosa, con una plasticidad fenotipica baja,
mientras los copépodos de ElI Carmen por el contrario, representan a una poblacion con
adaptaciones a los cambios de salinidad de tipo generalista. Por lo que, teéricamente ambas
estrategias no tendrian la capacidad suficiente de colonizar, sobrevivir y desarrollarse
adecuadamente si lograran alcanzar otros lagos cercanos con algunas condiciones fisicas
diferentes. A pesar de las diferencias, las tres poblaciones ain comparten caracteristicas
morfolégicas, genéticas, ecoldgicas y reproductivas suficientes para ser consideradas como
miembros de la misma especie bioldgica. Por lo pronto son denominadas como
Leptodiaptomus cf. sicilis, ya que para definir correctamente el estatus taxondmico de estas
poblaciones, es necesario comparar su morfologia, genética, y de ser posible el
comportamiento reproductivo de los individuos de la Cuenca Oriental con ejemplares

originarios de la localidad tipo (Los Grandes Lagos, E.U.).
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Conclusiones

1. El andlisis molecular realizado sugiere que las tres poblaciones de L. cf. sicilis
estudiadas se hallan en un proceso temprano de divergencia genética. La
divergencia interpoblacional es relativamente baja (K2P < 2%), sin embargo, la
existencia de haplotipos diferentes entre las poblaciones revela la persistencia del

efecto fundador y el poco intercambio genético existente entre ellas.

2. El aislamiento geografico y la salinidad ejercen un efecto de seleccion importante
como factores de diversificacion de las poblaciones de L. cf. sicilis en la Cuenca

Oriental, México.

3. Las poblaciones de Atexcac y La Preciosa se encuentran en un proceso de

adaptacion local a sus lagos de origen.

4. La poblacion de EI Carmen muestra una alta plasticidad fenotipica a los cambios de

salinidad.

5. Existe reconocimiento sexual, fecundacion, formacién de hibridos y eclosion de
larvas en todas las cruzas interpoblacionales realizadas, aunque las cruzas
intrapoblacionales fueron mas exitosas. Es necesario seguir en el tiempo a los
hibridos formados en las cruzas interpoblacionales y analizar su viabilidad

fisiolégica y reproductiva.

6. Los resultados sugieren que las tres poblaciones de L. cf. sicilis de la Cuenca

Oriental pertenecen a la misma especie biologica.

7. EIl estatus taxonémico de los tres poblaciones ain no es definitivo, es necesario
comparar al menos la morfologia y divergencia genética de los individuos de L. cf.
sicilis de la Cuenca Oriental con organismos L. sicilis sensu stricto provenientes de

los Grandes Lagos para concluir correctamente.
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Un cuento para terminar

Una ciudad arabe. Un nifio grita: jun elefante! Vengan a verlo, ya viene, va a pasar por esta
calle, salgan todos, vengan, jun elefante!. Seis ciegos con sus bastones. Uno: yo no sé como
es un elefante. Dos: yo tampoco lo conozco. Tres: ni yo. Cuatro: me gustaria saber cobmo es
un elefante. Cinco: esperaremos a que pase por aqui y podremos tocarlo. Seis: lo tocaremos
con las manos, nuestros dedos son nuestros ojos. EI domador entra con el elefante: abran
paso sefiores, déjenlo pasar, no les vaya a pisar un callo. Uno: buen hombre, deja a estos
pobres ciegos tocar a tu elefante, queremos conocerlo. Guia: estd bien, acérquense uno por
uno, es mansito, no le tengan miedo. Uno avanza y toca el cuerpo del animal: mmm... ya
me doy cuenta, el elefante es como una pared no muy lisa. Dos se acerca y le toca una pata:
no, no es cierto lo que dices, es igualito a un arbol. Tres le toca un colmillo: jmentiral Mis
manos me dicen claramente que el elefante es muy parecido a una lanza. Cuatro le toca una
oreja: estan totalmente equivocados, yo también lo toqué y estoy seguro de que es como un
abanico, mis dedos no me engafian. Cinco le toca la trompa: estoy seguro de que el elefante
es parecido a una serpiente. Seis le agarra la cola: jninguno sabe! Es como una cuerda que
sirve para amarrar bultos. Uno: jes una paredj, Cinco: jserpiente!, Tres: que serpiente ni
que nada jestoy seguro que es una lanza!, Cuatro: jmentira!, Seis: juna cuerda! jes una
cuerda!, Dos: les digo que es un arbol. Se pegan (tratan pero luego no atinan), gritan,
confusion. Guia: jcalma, calma! escuchen, les explicaré, todos creen tener la razon, pero
ninguno la tiene. Todos: ¢Por qué? ¢(Por qué?. Guia: porque cada uno toco una parte del
elefante y se imaginaron diferentes cosas. Cinco: ahora entiendo, si, eso fue lo que pas6 y
nos enojamos mucho. Guia: hasta de palos se dieron. Uno: nos portamos como tontos. Dos:
en lugar de pensar nos pusimos tercos. Tres: y furiosos. Cuatro: en vez de entendernos.
Cinco: porque todos teniamos un poco de razon. Seis: pero ninguno tenia toda la razén.
Guia: Claro, para conocer la verdad hay que conocer todas sus partes. Dos: seamos amigos
de nuevo. Tres: conozcamos bien al elefante. Todos alrededor del elefante, tocandolo.

Mireya Cueto
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