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Il. INTRODUCCION

Las aguas epicontinentales han sido, y continGan siendo un recurso muy
importante para la obtencion de agua para consumo humano (Bartram et al.,
1999). Sin embargo, de acuerdo con la CONAGUA (2010) aproximadamente el
40% del agua correspondiente a los cuerpos de agua superficiales en la region del
Valle de México se encuentran contaminadas o fuertemente contaminadas.

Una de las principales fuentes de contaminacién de aguas epicontinentales
es el exceso de nutrientes, principalmente por niveles altos de fosforo y nitrégeno
(Wetzel, 1991), provocando la eutrofizacibn de estos cuerpos de agua,
principalmente reconocida en ecosistemas tropicales y subtropicales (Scheffer et
al., 1993). En algunos casos la eutrofizacion se da de manera natural, pero en
muchos de los sitios donde esto ocurre en la actualidad se da por fendbmenos
antropogénicos, ya sea por aportes de aguas residuales tratadas
insuficientemente, residuos agricolas, abonos u otros desechos de industrias de
ganado (Briand et al., 2003; Arzate, 2008).

Un fendmeno altamente asociado al enriquecimiento de nutrientes en los
cuerpos de agua son los denominados “Blooms” o florecimientos de
cianobacterias (Fergunson, 1997), constituidos por una o mas especies de
cianobacterias y cada vez mas frecuentes en nuestros ecosistemas acuaticos.

Las cianobacterias pueden desarrollarse en grandes masas de comunidades
fitoplanctonicas y dominar sobre otros organismos del mismo fitoplancton en la

superficie de las aguas, esto es debido a una serie de caracteristicas que les
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confieren ciertas ventajas competitivas (Vela et al., 2007) para asegurar Su
supervivencia y entre las que se encuentran:

Requieren de la energia luminosa para realizar la fotosintesis. Sin embargo
pueden vivir en ambientes con luz verde, de esta forma las cianobacterias pueden
crecer a la “sombra” de otro fitoplancton (Mur et al., 1978) y realizar fotosintesis
oxigénica (Bryant, 1994), manteniendo una tasa de crecimiento relativamente
mayor que el resto de organismos fitoplanctonicos presentes (Chorus et al., 1999).
Se creia que las cianobacterias dependian de altas concentraciones de nitrégeno
y fésforo, sin embargo, ahora se sabe que pueden crecer incluso cuando estos
dos elementos estdn en cantidades limitadas (Mur et al., 1999; Downing et al.,
2005). Esto se debe a que poseen granulos de reserva de fosfatos en su
citoplasma (Vela et al., 2007) e incluso, algunas especies tiene la capacidad de
fijar nitrdgeno atmosférico (Lynch, 1980).

Pueden regular su flotabilidad mediante vesiculas de gas para colocarse en la
columna de agua a aquellas profundidades donde la disponibilidad de nutrientes y
luz es la adecuada (Walsby et al., 1989).

Han desarrollado estrategias como la formacién de grandes filamentos para evitar
su depredacion (Lynch, 1980).

Influye también la temperatura de las aguas y el pH en la formacién de los
florecimientos siendo mas propicias en temperaturas de entre 15-30 °C y pH
neutros o basicos (Carmichael, 1994). Por esta razén el verano es la época de
mas incidencia, por darse condiciones con mayor temperatura y calma de las

aguas.



Por otro lado estos florecimientos masivos de cianobacterias en los cuerpos de
agua producen numerosos efectos secundarios, tales como:

La cantidad de oxigeno que se consume tanto por la respiracion como por la
degradacion por parte de algunas bacterias de la materia organica que sedimenta
cuando la floracion desaparece es tan alta, que se lleva a condiciones de anoxia
ocasionando la muerte de los organismos (peces por ejemplo) que viven cercanos
al sedimento (Vela et al., 2007).

Produce olor y sabor desagradables debido a la sintesis de compuestos volatiles
(Vela et al., 2007).

Afectan la calidad de agua, provocando efectos adversos sobre el suministro de
agua para el ganado, el hombre y también para actividades recreativas (Sigee et
al., 1999).

Puede haber sintesis de cianotoxinas (Lynch, 1980).

Se estima que el 50% de estos florecimientos de cianobacterias en aguas a
nivel mundial son toxicas (Roset et al., 2001). Sin embargo solo algunas cepas de
cianobacterias pueden producir toxinas e incluso dentro de la misma especie
pueden existir cepas productoras y no productoras de compuestos téxicos
denominados cianotoxinas que son clasificadas de acuerdo a sus efectos; las
cepas productoras de toxinas pueden generar aguas con concentraciones de
cianotoxinas muy por arriba del valor guia que es de 1ug/L (OMS) que suelen ser
peligrosas si las consume el ser humano directamente o a través de especies de

indole comercial (Chorus y Bartram, 1999).



Los primeros casos de intoxicacion humana por consumo de agua
contaminada con cepas toxicas de cianobacterias fueron registrados en Australia,
Inglaterra, China y Africa del Sur (OMS). El episodio mas grave ocurrié en Brasil el
afio de 1996 donde murieron mas de 50 pacientes sometidos a tratamientos de
hemodialisis, en los que se utilizé6 agua contaminada con toxinas cianobacterianas
(Jochimsen et al., 1998).

Dentro de las diferentes especies de cianobacterias, en particular el género
Anabaena se encuentra presente en cuerpos de agua dulce, y algunas veces en
cuerpos de agua salobre y marina (Carmichael, 1994); pueden ser unicelulares,
coloniales o filamentosas, ademas pueden generar diversos tipos de toxinas
conocidas, como son las hepatotoxinas (microcistinas y cilindrospermopsinas) y
las neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a(s) y saxitoxinas) (Cood, 1995; Codd et
al., 2005). También se sabe que la concentracion y composicién de las
cianotoxinas en Anabaena sp. estan sujetas a variaciones de temperatura, por
ejemplo a temperaturas inferiores a 25°C. produce microcistinas-LR y a
temperaturas superiores produce microcistinas-RR (Msagati et al., 2006).

Por otro lado existe una gran cantidad de estudios enfocados en la toxicidad
potencial de las cianobacterias sobre rotiferos y cladéceros, dentro de los que
destacan los siguientes ejemplos: la toxicidad de Microcystis aeruginosa en
poblaciones de Ceriodaphnia reticulata, Moina micrura, Diaphanosoma excisum y
Daphnia pulex (Jarvis 1987, Reinikainen et al.,, 1994), el que la cianobacteria
Oscillatoria limnetica sea comestible para Daphnia galeata (Gulati et al., 2001), y
también la toxicidad de Anabaena affinis sobre cladéceros y rotiferos (Gilbert,
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1990), y Anabaena sp. sobre la demografia del rotifero Brachionus havanaensis
(Vargas, 2007). Los copépodos, al igual que los rotiferos y los cladoceros son
también uno de los principales componentes del zooplancton, sin embargo no son
tan preferidos en bioensayos de sistemas dulceacuicolas y la toxicidad de
cianobacterias, por lo que el conocimiento sobre zooplancton queda incompleto.

En particular, el copépodo Elaphoidella grandidieri es un harpacticoide con
habitos bentdénicos (Thorp y Covich, 2001) por lo que se encuentra en constante
contacto con las cianobacterias suspendidas en el sustrato. Ademas es
reconocido como uno de los mas importantes ramoneadores, sin embargo este
copépodo ha sido poco estudiado en cuanto a su selectividad alimentaria y
eficiencia en el ramoneo (De Troch, 2007) en especial con respecto a los efectos
que pueden ocasionarles elementos del fitoplancton como las cianobacterias.

El copépodo harpacticoide Elaphoidella grandidieri tiene las ventajas de ser
principalmente partenogenético, tener un corto ciclo de vida y altas tasas de
crecimiento poblacional (Sarvala 1979), ademas de tener la capacidad de habitar
ecosistemas marinos, dulceacuicolas e incluso sustratos terrestres humedos
(Thorp y Covich, 2001; Dahms y Qian, 2004). Por lo anterior se convierte en un
excelente candidato para el presente estudio, que tiene la finalidad de generar
nuevos conocimientos aplicables en la conservacion y/o restauracion de cuerpos

de agua epicontinentales con problemas de contaminacién por cianobacterias.



I11. ANTECEDENTES

Cianobacterias

Por su capacidad de produccibn de toxinas, los florecimientos
cianobacterianos pasaron de ser un problema medioambiental, a serlo también
sanitario, cuando en décadas pasadas se descubri6 la capacidad de ciertas
cianobacterias de producir metabolitos secundarios con propiedades toxicas para
muchos organismos, incluyendo al ser humano (Figueiredo et al., 2004).

Vela y colaboradores en el 2007, hicieron un amplio estudio sobre las
microcistinas, consideraron que la produccidn de estas toxinas tiene el objetivo de
disuadir al zooplancton de la ingesta de células cianobacterianas, ya que la
microcistina se encuentra principalmente en el interior de las células productoras,
de manera que los organismos que ingieran estas células se veran expuestos a la
toxina.

Escobar-Briones y colaboradores en el 2002, determinaron la estructura de
un estanque en el Estado de México, realizaron un listado de los componentes
fitoplanctonicos y zooplancténicos. Se determinaron 14 taxas de fitoplancton de
las cuales Microcystis sp. fue la mas comdn con una densidad de 822 céls. ml™,
seguida por Scenedesmus sp. con una densidad de 680 céls. mI*. En cuanto
microfitobentos la cianobacteria Anabaena sp. domind con una densidad de 757
ind. m?. Por otro lado, en la composicién taxonémica del zooplancton se
determinaron cuatro géneros de Protozoa, cuatro de Rotifera, uno de Cladocera y

uno de Copépoda.
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Becker y colaboradores en el 2004, realizaron un registro de los
florecimientos de Anabaena circinalis y Anabaena spiroides en el lago Itapeva
(Brasil), durante el periodo de diciembre 1998 - agosto 1999. Ambas especies de
cianobacterias fueron encontradas independientemente de la estacion del afio.
Los valores maximos registrados para ambas especies fue en otofio (mayo de
1999), precedidas por fuertes turbulencias en el sistema, las cuales dieron
disponibilidad de nutrientes y/o dispersion de esporas de estas cianobacterias
suspendidas en el sedimento y dentro de la columna de agua.

Gomez-Luna y colaboradores en el 2010, con el objetivo de producir un
modelo de gestion de riesgo por contaminacion con cianobacterias en embalses
de aguas para consumo humano, realizaron un estudio en tres embalses que
proveen agua a mas del 80% de la poblacién de Santiago de Cuba, durante los
meses de noviembre del 2008 - marzo del 2009. Se identificaron 73 especies

fitoplanctonicas y nueve especies de cianobacterias potencialmente toxicas.

Zooplancton

Alva-Martinez y colaboradores en el 2009, evaluaron el impacto de dietas
mixtas (0 %, 25 %, 50 %, 75 %, y 100 % en peso seco de Microcystis aeruginosa o
Chlorella vulgaris) sobre crecimiento poblacional y competicion entre Brachionus
calyciflorus y Brachionus havanaensis. Observaron que una alta proporcion de M.
aeruginosa en la dieta provoca una disminucién en el indice de crecimiento

poblacional de ambos rotiferos. El impacto de M. aeruginosa tuvo mas efectos
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adversos en B. calyciflorus que en B. havanensis, concluyeron que este
comportamiento se debié a que la cepa de B. havanaensis fue extraida de un
cuerpo de agua con florecimientos de M. aeruginosa, por lo que este rotifero pudo
mostrar una adaptacion a la cianobacteria. Ambas especies de rotiferos mostraron
un mejor crecimiento poblacional con una dieta 75 % C. vulgaris y 25 % M.
aeruginosa en comparacion con una dieta 100 % C. vulgaris o 100 % M.
aeruginosa.

Alva-Martinez y colaboradores en el 2007, evaluaron el efecto de dietas
mixtas; 0, 25, 50, 75y 100 % en peso seco de Microcystis aeruginosa y el resto de
una de dos especies de algas verdes (Chlorella vulgaris o0 Scenedesmus acutus),
sobre el crecimiento poblacional de los cladéceros Ceriodaphnia dubia y Moina
macrocopa. Demostrando que la cepa de M. aeruginosa no fue altamente toxica
para causar la eliminacion total de cualquiera de los cladoceros C. dubia o M.
macrocopa, sin embargo una dieta 100 % M. aeruginosa provoca una disminucion
en el indice de crecimiento poblacional. La adicion de un alga verde en la dieta
aumenta las tasas de crecimiento poblacional de ambas especies de cladbceros.

Monakov en el 2003, determind los indices de filtracion de varias especies
de diaptomidos a una temperatura de 15 - 20°C, con diferentes tipos de alimento,
en diferentes concentraciones. La especie Eudiaptomus gracilis bajo una
concentracion natural de fitoplancton obtuvo un indice de filtracién de 0.2 - 2.6 ml
ind.*dia™, E. gracilis bajo una concentracion de 27x10° céls. ml™ obtuvo un indice
de filtracion de 2.4 ml ind.* dia® de Chlorella y 1.32 ml ind.* dia® de
Scenedesmus respectivamente, por otro lado la especie Diaptomus oregonensis
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bajo una concentracion de 1.5 - 2.527x10° céls. mI™* de Chlorella obtuvo un indice
de filtracion de 1.33 mlind. ™ dia™.

De Troch y colaboradores en el 2007, realizaron un experimento para
evaluar la eficiencia de ramoneo de Paramphiascella fulvofasciata (Copepoda,
Harpacticoida) sobre la diatomea epipelica Seminavis robusta. De acuerdo a sus
resultados concluyeron que la eficiencia de pastoreo del copépodo harpacticoide
es dependiente de las concentraciones de las diatomeas, encontrando un menor
consumo en densidades bajas de diatomeas.

Los florecimientos de cianobacterias filamentosas como Anabaena affinis
previenen la supresion de rotiferos por depredacion de cladéceros lo cual lleva a la
dominancia de rotiferos en el cuerpo de agua. Gilbert (1990), bajo una serie de
experimentos analizé este patron. Demostrd que los filamentos suspendidos de A.
affinis en la columna de agua afectan el indice de crecimiento poblacional de siete
cladéceros (Daphnia ambigua, D. galeata mendotae, Daphnia magna, D. pulex
(dos cepas diferentes), Bosmina longirostris y Ceriodaphnia dubia) y cinco
rotiferos (Keratella cochlearis, K. crassa, K. testudo, Synchaeta pectinate y
Asplanchna brightwelli). En concentraciones intermedias D. pulex no fue afectada,
mostrando una posible defensa antihervibora.

Por su tamafio y héabitos alimenticios, los organismos zooplancténicos no
son capaces de controlar las poblaciones de cianobacterias (Chorus y Bartram,
1999).

El harpacticoide reside en una amplia gama de hébitats, en todos los
ecosistemas marino y en la mayoria de los habitas dulceacuicolas, e incluso
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sustratos terrestres-humedos como el musgo y la hojarasca. Presentan estilos de
vida libre, o paréasitos, y desarrollo de larva plancténica o lecitotréfica (Dahms y

Qian, 2004)

14



IV. HIPOTESIS

Si las cianobacterias provocan una disminucién en la abundancia del zooplancton,
entonces, Elaphoidella grandidieri como componente del zooplancton, al ser
expuesta a dietas compuestas con diferentes concentraciones de Anabaena sp.
(en las formas filamentosa y unicelular), se vera afectada en sus caracteristicas
intrinsecas, sin embargo al agregar un segundo componente a la dieta, como un
alga verde (Chlorella vulgaris), se beneficiara y quiza ayude a disminuir el efecto
adverso de las cianobacterias. Ademas Anabaena sp. en su forma filamentosa
quizd sea rechazada debido a su tamafo, evitando asi la toxicidad de la
cianobacteria.

Asimismo las cianobacterias presentan bajas propiedades nutricionales
por lo que se espera un bajo consumo de Anabaena sp. en comparacién con un
alto consumo de C. vulgaris. De igual forma, al comparar el consumo de E.
grandidieri con el consumo de otros copépodos, se espera que el copépodo de

mayor tamario obtenga mayores tasas de consumo.
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V. OBJETIVOS

General

X/
o

Evaluar la demografia de Elaphoidella grandidieri en presencia de las dietas
compuestas con Anabaena sp. (en las formas filamentosa y unicelular) y

Chlorella vulgaris en diferentes concentraciones.

Particulares

*
°e

X/
L X4

X/
L X4

Comparar la calidad alimenticia entre la dietas Anabaena sp. Unica y dieta
compuesta con Anabaena sp. y Chlorella vulgaris mediante sus efectos

sobre las caracteristicas demograficas de Elaphoidella grandidieri.

Comparar la calidad alimenticia entre Anabaena sp. filamentosa y
Anabaena sp. unicelular sobre la demografia poblacional de Elaphoidella

grandidieri.

Determinar si la adiciéon de un alga verde en la dieta es favorable para la

alimentacion de Elaphoidella grandidieri.

Estudiar el comportamiento alimentario de Elaphoidella grandidieri, por
medio de la tasa de consumo sobre el alga verde Chlorella vulgaris
comparada con la cianobacteria Anabaena sp. unicelular, en contraste con

el copépodo Eucyclops serrulatus.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Cultivos de Zooplancton

Los copépodos (Elaphoidella grandidieri) utilizados en el presente trabajo
fueron aislados (Guerne y Richard, 1893) de la granja de peces de ornato llamada
“Cuautlita” ubicada en Cuernavaca Morelos Edo. de México. Estos organismos se
mantuvieron en medio EPA alimentados con una dieta a base de Chlorella vulgaris
(cepa CL-V-3, CICESE, Ensenada, México).

Los copépodos de la especie Eucyclops serrulatus fueron aislados del lago
Zumpango Estado de Meéxico. Posteriormente se mantuvieron en medio EPA
alimentados con una dieta a base de Brachionus havanaensis. y C. vulgaris (cepa
CL-V-3, CICESE, Ensenada, México).

El medio EPA fue preparado disolviendo 96 mg NaHCO3, 60 mg CaSO,4, 60

mg MgSO4 y 4 mg KCl en 1 L de agua destilada (Weber, 1993).

Cultivo de Chlorella vulgaris

Los cultivos de C. vulgaris se realizaron en botellas transparentes de 2 L.
usando los micronutrientes definidos en el medio Bold Basal (Borowitzka y
Borowitzka, 1998), manteniéndose a una temperatura de 18 °C, aireacion e
iluminacion constante durante nueve dias. Posteriormente se conservaron en

refrigeracion.
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Cultivo de Anabaena sp.

Anabaena sp. fue aislada del sistema dulceacuicola Valle de Bravo y cultivada
en el laboratorio de Zoologia Acuética (Facultad de Estudios Superiores lztacala,
UNAM) en botellas de plastico de 5 L. con 2ml/L del medio BG11 Sigma., y
manteniéndose en aireacion e iluminacion constante durante 15 dias.
Posteriormente se conservo en refrigeracion.

Para la obtencidn de las dos formas (flamentosa y unicelular) de Anabaena sp.
necesarias en las diferentes dietas se hizo lo siguiente:

e Filamentos: se tomaron 100 ml. de la solucién stock de Anabaena sp. y se
sonicaron durante 90 segundos a 12 kHz con el sonicador (Ultrasonic
Processor, Cole Palmer), después se filtraron con una malla de 50 um.,
(obteniendo solo los filamentos con una longitud mayor a 50 um.), y
después con una malla de 200 um, (obteniendo en general filamentos

compuestos con 20 unicélulas).

e Unicélulas: se tomaron 100 ml. de la solucion stock y se sonicaron durante

2 min. a 12 kHz. para la obtencién de unicélulas.

El conteo de unicélulas de Anabaena sp. y C. vulgaris se realizdé por medio de
la camara de Neubauer y los filamentos de Anabaena sp. por medio de la celda de

Sedgewick Rafter (APHA, 1992).
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Dietas
Para la obtencion de las dietas se prepararon las diferentes
concentraciones de C. vulgaris y Anabaena sp. desglosadas en el cuadro 1

(Becker, 2004):

Concentracion de Concentracion de Concentracion de

Chlorella vulgaris ]| Anabaena sp. (unicélulas) J| Anabaena sp. (filamentos)

0.75x10° céls. mI° 0.25x10° céls. ml° :I
0.75x10° céls. mI’ :I *50 filamentos ml

Cuadro 1. Concentraciones de Chlorella vulgaris y Anabaena sp. utilizadas para

cada dieta. *los filamentos estaban compuestos de aprox. 20 unicélulas.

Tabla de vida y crecimiento poblacional

Para los experimentos se prepararon frascos de vidrio con 50 ml de medio
EPA, colocando 20 nauplios de E. grandidieri en cada uno, junto con el alimento
correspondiente. Se montaron un total de seis tratamientos (dietas) con cuatro
repeticiones cada una, para cada experimento. Se hizo un conteo y cambio de

alimento diario.
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En el caso de tabla de vida se extrajeron los descendientes y muertos de
cada cohorte todos los dias. El experimento finalizd cuando todos los copépodos
de la cohorte original murieron.

Con los datos obtenidos se determinaron las variables demograficas con las
férmulas siguientes (Krebs, 1985):

Tabla de vida
e Supervivencia: Ix = ny/ N° inicial de ind.
e Fecundidad: myx = N° de neonatos producidos / ny
e Tasa reproductiva neta: Ro= Y lx - my
e Tasa reproductiva bruta: > my
e Tiempo generacional: T= Iy - myx - x/Ro
donde x= edad
e Tasa de incremento poblacional: Ye™ - Ik - my=1
donde e=2.718
Crecimiento poblacional

e In N{=In N,
t

donde N,= densidad inicial

N¢= densidad al tiempo t
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Los datos obtenidos se graficaron con el programa Sigma Plot version 11, y
también fueron evaluados estadisticamente por medio de ANOVA de una via para
determinar las diferencias significativas en los indices de crecimiento poblacional y
se hicieron pruebas de Tukey para las diferencias significativas entre tratamientos

con el programa de Sigma Plot version 11.

Tasa de consumo

Los experimentos de tasa de consumo se realizaron para los copépodos E.
grandidieri y E. serrulatus en fase adulta (hembras con huevo).

Lo primero fue ponerlas en ayuno durante tres horas. Después, para cada
especie de copépodo se pusieron 5 individuos en tubos de ensaye con capacidad

de 15 ml. con 10 ml. de EPA con las diferentes dietas de alimento (Cuadro 2).

Copépodo Chlorella vulgaris ]| Anabaena sp. unicélulas

Elaphoidella grandidieri 0.25x10° céls. mI" 0.25x10° cels. mI
Eucyclops serrulatus 0.25x10° céls. mI” 0.25x10° céls. mI’

Cuadro 2. Concentraciones de Chlorella vulgaris y Anabaena sp. utilizadas para

cada dieta.

En cada uno de los experimentos se dejaron a los organismos por 45 min.
alimentandose, e inmediatamente después se hizo el conteo de las unicélulas de
C. vulgaris y Anabaena sp. que no fueron consumidas en la cAmara de Neubauer
y la celda de Sedgewick Rafter (APHA, 1998). Para cada tratamiento se hicieron

cuatro repeticiones.
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Con los datos obtenidos se calcul6 la tasa de consumo con la siguiente formula
(Downing y Rigler, 1984):

o F=V (Co-Cy)/ (Nb)

Dénde:

F= tasa de consumo ind.hr?

V= volumen de agua en ml. del contenedor de alimentacion

C,= concentracion inicial de células miI™* en el contenedor de alimentacion

C.= conteo final de células mI* en el contenedor de alimentacion

N= numero de individuos por contenedor

Los datos de tasa de consumo se graficaron con el programa Sigma Plot
version 11, ademas fueron evaluados por medio de ANDEVA de una via para

demostrar diferencias significativas.

Talla de copépodos

Para medir la longitud de los copépodos E. grandidieri y E. serrulatus se
hizo lo siguiente:

Para cada especie de copépodo se eligieron organismos adultos con huevo
y se fijaron en formol al 4 %. En el caso de E. serrulatus se midieron ocho

ejemplares, mientras que para E. grandidieri se midieron 15 individuos.

22



Cada uno de los organismos se colocO sobre un portaobjetos con una gota
de agua, y se observo en un microscopio 6ptico Nikon E600 con camara claray a
un aumento de 4x.

Por dltimo se calculé la longitud promedio (largo y ancho) de ambas

especies de copépodos.

Para una mejor compresion de las graficas, se presenta el cuadro 3.

ww
100 % Chlorella vulgaris

- 100 % Anabaena sp. unicélulas
100 % Anabaena sp. filamentos

EI 50 % Chlorella vulgaris + 50 % Anabaena sp. unicélulas
E

75 % Chlorella vulgaris + 25 % Anabaena sp. unicélulas

75 % Chlorella vulgaris + 25 % Anabaena sp. filamentos

Cuadro 3. Abreviaturas para cada dieta segln su concentracion en % de Chlorella

vulgaris y Anabaena sp., en las graficas de tabla de vida y tasa Intrinseca de

crecimiento (r's).
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VIl. RESULTADOS

Crecimiento poblacional

La curva de crecimiento poblacional de E. grandidieri muestra un incremento en la
densidad de hasta 500 individuos en 40 dias en la dieta con 100 % C. vulgaris.

Cuando Anabaena sp., independientemente de su concentracion esta
presente en la dieta el crecimiento poblacional es nulo. En un dieta 75 % C.
vulgaris + 25 % Anabaena sp. filamentos o unicélulas su supervivencia fue de
ocho y cuatro dias respectivamente. Conforme aumenta la concentracion de
Anabaena sp. los copépodos mueren mas rapidamente (Fig. 1).

Nota. En todas las graficas los datos descritos se tomaron con base en el

50 % de la poblacion.
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Tasa intrinseca de crecimiento

La tasa de crecimiento poblacional (r) varid entre -0.5 y 0.1, el valor mas alto se
presento para la dieta 100 % C. vulgaris y valores negativos cuando Anabaena sp.
estaba presente en la dieta. El analisis ‘post-hoc’ de Tukey mostré que habia
diferencias significativas entre la dieta 100 % C. vulgaris (control) con la dieta
100% Anabaena sp. filamentos, y también con la dieta 50 % C. vulgaris + 50 %

Anabaena sp. unicélulas (p<0.05; F-test, Tukey) (Fig. 2).
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Fig. 2. Tasa intrinseca de crecimiento (r's) de Elaphoidella grandidieri en las
diferentes dietas compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones = error
estandar. Las diferentes letras ubicadas encima de las barras indican diferencia

significativa (p<0.05), y viceversa.
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Supervivencia (Ix)

La supervivencia de E. grandidieri mostré el indice mas alto al ser alimentada con
una dieta 100 % C. vulgaris durante 144 dias, en comparacion cuando fue
alimentada con dietas mixtas de 75 % C. vulgaris + 25 % Anabaena sp. flamentos
0 unicélulas la sobrevivencia fue de cinco dias, los indices mas bajos se
presentaron al ser alimentadas con una dieta 100 % Anabaena sp. filamentos o
unicélulas con solo cinco y dos dias respectivamente (Fig. 3).

Se puede afirmar que la presencia de Anabaena sp. en su forma unicelular
disminuye el doble los indices de supervivencia de E. grandidieri en comparacion
con Anabaena sp. en su forma filamentosa.

En general la supervivencia disminuye conforme aumenta la concentracion
de Anabaena sp. y disminuye la concentracion de C. vulgaris en las diferentes
dietas.

Nota: En todas las graficas los datos descritos se tomaron con base en el

50 % de la poblacion.
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Fecundidad (mx)

De las seis diferentes dietas solo en tres hubo reproduccion. Las primeras
eclosiones se presentaron: en la dieta 100 % C. vulgaris el dia 17, para la dieta 75
% C. vulgaris + 25 % Anabaena sp. filamentos el dia 20 y para la dieta 75 % C.
vulgaris + 25 % Anabaena sp. unicélulas el dia 14. El nimero maximo de nauplios
por hembra por dia se presento en la dieta 100 % C. vulgaris con 22 nauplios el
dia 62. En el caso de las dietas con 25 % Anabaena sp. en sus formas filamentos
y unicélulas el numero maximo de fue de solo cinco nauplios el dia 35 y el dia 20
respectivamente.

Se observa una mejor reproduccion en la dieta con 25 % Anabaena sp.

unicélulas en comparacién con la dieta 25 % Anabaena sp. filamentos (Fig. 4).
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Tabla de vida.

En cuanto a los parametros de Tabla de vida se observaron grandes diferencias
entre cada tratamiento.

El promedio de vida mas alto se presentd en la dieta 100 % C. vulgaris con
39 dias, seguido por la dieta con 25 % Anabaena sp. filamentos con diez dias, el

mas bajo fue para la dieta 100 % Anabaena sp. unicélulas con tres dias (Fig. 5).
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Fig. 5. Promedio de vida de Elaphoidella grandidieri en las diferentes dietas
compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar. Las diferentes
letras ubicadas encima de las barras indican diferencia significativa (p<0.05), y

viceversa.
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La esperanza de vida con el indice mas alto se presenté nuevamente en la
dieta C. vulgaris 100 % y el mas bajo en la dieta 100 % Anabaena sp. unicélulas

con valores muy similares a los de promedio de vida (Fig. 6).
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Fig. 6. Esperanza de vida de Elaphoidella grandidieri en las diferentes dietas
compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar. Las diferentes
letras ubicadas encima de las barras indican diferencia significativa (p<0.05), y

viceversa.

Por medio de analisis de varianza de una via (ANDEVA) se presentaron
diferencias significativas, tanto para promedio como para esperanza de vida de E.
grandidieri al ser expuesto a las diferentes dietas. Posteriormente se realizo la
prueba Tukey para una multiple comparacion entre las dietas, encontrando solo

diferencias significativas (ANDEVA p<0.05) entre la dieta C. vulgaris (control) con
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la dieta 100 % Anabaena sp. unicélulas, y con la dieta 50 % Anabaena sp.
unicélulas.

El tiempo generacional fue nulo en las dietas en que Anabaena sp. estaba
presente en un 50 % o 100 % en cualquiera de sus dos formas (unicélulas o
filamentos), mientras que el indice mas alto se presentd nuevamente para la dieta
100 % C. vulgaris con 45 dias, seguida por la dieta con 25 % Anabaena sp.

filamentos con 28 dias (Fig. 7).
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Fig. 7. Tiempo generacional de Elaphoidella grandidieri en las diferentes dietas
compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar. Las diferentes
letras ubicadas encima de las barras indican diferencia significativa (p<0.05), y
viceversa.

Se realiz6 andlisis de varianza de una via (ANDEVA) en la que se demostré

una diferencia significativa. Posteriormente bajo la prueba Tukey para una mdltiple
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comparacion entre las dietas se encontraron diferencias significativas (ANDEVA
p<0.05) entre la dieta C. vulgaris (control) con la dieta 100 % Anabaena sp.
filamentos, con la dieta 100 % Anabaena sp. unicélulas y con la dieta 50 %
Anabaena sp. unicélulas.

En cuanto a la tasa de incremento poblacional final, esta fue influenciada
significativamente por la presencia de Anabaena sp. presentandose un valor
maximo para la dieta 100 % C. vulgaris y un valor negativo en la dieta con 25 %

Anabaena sp. filamentos (Fig.8).
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Fig. 8. Tasa de incremento poblacional final de E. grandidieri en las diferentes
dietas compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar. Las
diferentes letras ubicadas encima de las barras indican diferencia significativa

(p<0.05), y viceversa.
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Por medio de analisis de varianza de una via (ANDEVA) se presenté una
diferencia significativa en la tasa de incremento poblacional final de E. grandidieri
al ser expuesto a las diferentes dietas. Posteriormente se realiz0 la prueba Tukey
para una multiple comparacién entre las dietas, encontrando solo diferencia
significativa (ANDEVA p<0.05) entre la dieta C. vulgaris (control) y la dieta 25 %
Anabaena sp. filamentos.

En las variables reproductivas, la tasa reproductiva bruta con el indice mas
alto se presento en la dieta 100 % C. vulgaris con 350 nauplios por hembra por
dia, en el caso de las dietas en las que Anabaena sp. estaba presente en un 50 %
0 100 % el indice de reproduccion fue completamente nulo, en las dietas con 25 %
Anabaena sp. en cualquiera de sus dos formas (unicélulas o filamentos) los
valores fueron muy bajos, con solo cinco nauplios por hembra por dia.

La tasa reproductiva neta presenté un comportamiento similar a la tasa
reproductiva bruta, sin embargo en esta variable los indices reproductivos fueron
nulos para todas las dietas en las que Anabaena sp. estaba presente
independientemente de la concentracion. Para la dieta 100 % C. vulgaris se

obtuvo un indice de 95 nauplios por hembra por dia (Fig.9 y Fig. 10).
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Fig. 9. Tasa reproductiva bruta de Elaphoidella grandidieri en las diferentes dietas
compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar. Las diferentes
letras ubicadas encima de las barras indican diferencia significativa (p<0.05), y
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Fig. 10. Tasa reproductiva neta de Elaphoidella grandidieri en las diferentes dietas
compuestas. Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar. Las diferentes
letras ubicadas encima de las barras indican diferencia significativa (p<0.05), y
viceversa.

Por medio de analisis de varianza de una via (ANDEVA) se presentaron
diferencias significativas para tasa reproductiva bruta y neta de E. grandidieri al
ser expuesto a las diferentes dietas. Posteriormente se realizé la prueba Tukey
para una mdultiple comparaciéon entre las dietas, encontrando diferencias
significativas (ANDEVA p<0.05) entre la dieta C. vulgaris (control) con la dieta 100
% Anabaena sp. filamentos, con la dieta 100 % Anabaena sp. unicélulas y con la

dieta 50 % Anabaena sp. unicélulas.

Tasa de consumo

Los valores de tasa de consumo fueron muy similar para ambos copépodos en
cualquiera de las dos dietas C. vulgaris y Anabaena sp. (unicélulas), sin embargo
se observa que el copépodo cyclopoideo presenta los indices mas altos con un
consumo de 0.08x10° céls. individuo™ hr* de C. vulgaris y 0.04x10° céls. individuo
! hr' de Anabaena sp.

Se observd que el indice de consumo de C. vulgaris es el doble en
comparacion con el consumo de Anabaena sp. (unicélulas), en ambos copépodos,
quiza se deba a la poca preferencia hacia esta cianobacteria en su alimentacion,

ya que son toxicas para los copépodos (Fig.11).
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Fig.11. Tasa de consumo de Elaphoidella grandidieri y Eucyclops serrulatus en dos

diferentes dietas: C. vulgaris y Anabaena sp. unicélulas. Media obtenida de cuatro

repeticiones + error estandar.

Se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANDEVA) para ambos tipos

de alimento y ambas especies de copépodos, se demostrd una diferencia

significativa (ANDEVA p<0.05) en la Tasa de consumo.

Talla de Copépodos

Copépodo

Longitud

Promedio + Error Std.

Eucyclops serrulatus

largo

637 £+ 24 pm.
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ancho 287 £ 15 pum.
Elaphoidella grandidieri | largo 652 £ 9 um.
ancho 168 + 5 um.

Cuadro 4. Longitud promedio de Elaphoidella grandidieri y Eucyclops serrulatus.

La longitud del largo y ancho de ambos copépodos son similares, sin

embargo E. serrulatus presentd una longitud mayor en la parte ancha del cuerpo

(Cuadro 4).

De acuerdo a la longitud promedio de ambos copépodos en relacion a la

tasa de consumo, se observé un mayor consumo de alimento por E. serrulatus el

copépodo con mayor tamario (Fig. 11).
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VIII. DISCUSION

Los crecimientos masivos de cianobacterias como Anabaena sp. en cuerpos de
agua dulce son una problematica cada vez mas grave y frecuente, sobretodo en
épocas de verano cuando las condiciones para el crecimiento de este tipo de
fitoplancton son éptimas, sin embargo las cianobacterias conviven frecuentemente
con otros tipos de fitoplancton como lo es la alga verde C. vulgaris, por lo que el
alimento de un copépodo de agua dulce como Elaphoidella grandidieri estaria
compuesto de ambos tipos de fitoplancton tanto de Anabaena sp. como de C.
vulgaris.

Se conoce que los copépodos harpaticoides, tienen una relacion
dependiente con su fuente alimenticia autotrofica, la cual puede regular su
comportamiento en varios ambitos (Montagna et al., 1995), como son la
supervivencia, la reproduccion y en general sus caracteristicas demograficas,

factores fueron estudiados en el presente trabajo.

Crecimiento poblacional

El zooplancton al alimentarse presenta diferentes comportamientos, la captura de
las particulas es de forma aleatoria y depende de diversos factores como son:
movimientos de los apéndices de filtracion, tamafio y composicion bioquimica de
la particula alimentaria (Sautour y Castel 1993). De esta forma las cianobacterias

son poco preferidas por el zooplancton en sus habitos alimentarios, presentandose
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problemas de diferente indole, el primero es un problema mecanico: los filamentos
o0 particulas que provienen de las cianobacterias generalmente son de gran
tamafo, provocando interferencia en los apéndices alimentarios (Gulati et al.,
2001), el segundo por la toxicidad generada por las cianotoxinas (Vela et al.,
2007), y el tercero es un problema nutrimental ya que las cianobacterias presentan
un bajo aporte nutricional (Muller-Navarra et al., 2004).

En el presente estudio E. grandidieri obtuvo un crecimiento totalmente nulo
cuando Anabena sp. estaba presente en cualquiera de sus concentraciones aun
con la adicion del alga verde C. vulgaris. Esto pudo deberse a dos situaciones: la
primera, el tamafo del alimento en el caso de las dietas en las que Anabaena sp.
estaba presente en su forma filamentosa, el harpacticoide al tratar de ingerir el
filamento presento interferencia en sus apéndices alimentarios, esto coincide con
Gulati y cols. (2001) los cuales observaron que los filamentos de la cianobacteria
Oscillatoria limnetica causan interferencia en los procesos de coleccién e ingestion
de alimento en Daphnia galeata. La otra situaciéon es el caso de que las
cianobacterias contienen toxinas dafiinas para los organismos zooplancténicos
(Vela et al., 2007), por lo que en las dietas en las que Anabaena sp. estaba
presente en cualquiera de sus concentracion causd gran toxicidad en el
harpactioide evitando el crecimiento en su densidad poblacional. Esto coincide con
Gilbert (1990), el cual asocia bajas densidades de Daphnia pulex con la
cianobacteria Anabaena affinis, y con Caviedes (2007) quien reporta que una dieta

100% Anabaena sp. anula totalmente el crecimiento poblacional de M. macrocopa.
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Supervivencia

Gilbert en 1990 observé el posible desarrollo de adaptaciones y/o tolerancia al
consumo de cianoprocariontes, volviéndose resistentes a las toxinas
(posiblemente una defensa anti-herbivora), permitiendo la supervivencia de
zooplancton en sistemas eutroficos, tal es el caso de algunos ejemplares de E.
grandidieri los cuales presentaron alta resistencia en la dieta 25 % Anabaena sp.
filamentos + 75 % C. vulgaris con 80 dias de supervivencia, sin embargo este, es
bajo en comparaciéon con la dieta 100 % Chlorella vulgaris en el que sobrevivieron
casi el doble de tiempo con 140 dias. Esta resistencia a la presencia de una
cianobacteria también se puede atribuir a la adicién de un alga verde, como se ha
demostrado en varios estudios, un alga verde con alto valor nutricional como C.
vulgaris como segundo componente de la dieta ayuda a la mejor asimilacion de la
cianobacteria en la dieta alimentaria.

Las cianobacterias tienen diferentes adaptaciones de supervivencia por
ejemplo la formacién de filamentos para evitar su depredacién (Lynch, 1980),
factor que fue favorable para E. grandidieri ya que se obtuvo un mayor indice de
supervivencia en la dieta 25 % Anabaena sp. filamentos que con la dieta 25 %
Anabaena sp. unicélulas, en este caso el comportamiento que adopt6 el copépodo
fue un alto rechazo hacia los filamentos y un proceso pasivo de seleccién de
unicélulas de C. vulgaris, lo cual es comparable con el comportamiento de

Daphnia galeata en presencia de Oscillatoria limnetica (Gulati et al., 2001).
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Fecundidad

La presencia de Anabaena sp. tiene un efecto negativo en la fecundidad del
harpacticoide, aun con la adicion de C. vulgaris en la dieta, se presentan valores
muy bajos. Esto representa un fuerte contraste con las altas tasas de fecundidad
que presentd Daphnia pulex en una dieta 50 % Anabaena sp. + 50 %
Scenedesmus acutus de hasta 24 neontas/hembras/dia, en este experimento la

dieta compuesta fue mejor que la dieta 100 % S. acutus (Caviedes, 2007).

Tabla de vida

Una dieta 100 % C. vulgaris provee los nutrimentos necesario para el éptimo
comportamiento del harpacticoide. En contraste con una dieta 100 % Anabena sp.
que provoca una mortalidad inmediata. De igual forma esto se refleja en los
valores de tasa reproductiva bruta con 350 nauplios en la dieta 100 % C. vulgaris y
con 0 nauplios en la dieta 100% Anabaena sp.

Por otro lado la alta calidad nutrimental y la mejor asimilacién y
aprovechamiento del alga C. vulgaris por el harpacticoide E. grandidieri para
generar sus Optimas condiciones puede ser demostrada al comparar los valores
de tabla de vida obtenidos en el presente trabajo con los obtenidos por Nufiez en
el 2009 alimentando al harpacticoide E. grandidieri con el alga Scenedesmus
acutus. Los resultados aqui obtenidos, son utiles para el mejor mantenimiento de
un cultivo masivo de E. grandidieri.
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100% Chlorella J| 100% Scenedesmus
vulgaris acutus
A

E

E 14 org/ind/dia *48 org/ind/dia
' 350 nauplios *330 nauplios
“ 95 nauplios *62 nauplios

L
R

Cuadro 5. Parametros de tabla de vida de Elaphoidella grandidieri en dos diferentes
dietas con una concentracion de 1x10° céls. ml™.

* Los datos para la dieta Scenedesmus acutus fueron obtenidos de Nufiez (2009).

Tasa de consumo

Entre los componentes de la dieta alimenticia de harpacticoideos se encuentran
las algas y las cianobacterias (Thorp y Covich 2001), aunque estas sean poco
preferidas en sus habitos alimentarios por sus bajas propiedades nutricionales
(Muller-Navarra et al., 2004) esto se vio reflejado en el relativo menor consumo de
la cianobacteria Anabaena sp. por E. grandidieri. Sin embargo el consumo no fue
nulo, ya que el comportamiento alimentario a menudo depende de la disponibilidad
de los recursos (DeMott y Moxter, 1991) por lo cual E. grandidieri se vio obligada a

consumir la cianobacteria.
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Organismos detritivoros como E. grandidieri son relativamente insensibles a
la calidad del alimento que coleccionan mecanicamente (Gulati et al., 2001),
dejandose guiar Uunicamente por el tamafo de la particula alimentaria, en este
caso el tamafo de las unicélulas tanto de Anabaena sp. y de C. vulgaris son
similares entre 3-5 ym. (ambas particulas facilmente consumibles), por lo que E.
grandidieri dirigio el consumo hacia ambas dietas.

Por otro lado E. grandidieri resulto ser un eficiente consumidor de C.
vulgaris con un valor de 0.07x10° céls.. individuo™ hr?, en estudios preliminares se
han reportado indices de consumo mas bajos con valores de 0.002x10° céls..
individuo™ hr' para Eudiaptomus gracilis y Diaptomus oregonensis de Chlorella
sp. (Monakov, 2003), estos son cladéceros calanoideos de tamafio similar a E.
grandidieri, por lo que podemos afirmar que nuestro harpacticoide es un gran
consumidor de C. vulgaris, un dato importante, ya que utilizar esta alga como
alimento sirve para lograr las Optimas condiciones de E. grandidieri en su
demografia.

Ademas, segun lo reportado por Nufiez en el 2009, E. grandidieri presenta
bajas tasas de consumo con valores de 0.01x10° céls.. individuo™ hr' de C.
vulgaris, sin embargo, este valor se obtuvo de una concentracion de 2x10° céls..
mi™ (concentracién mayor a la utilizada en el presente estudio) se sabe que el
consumo es inversamente proporcional a concentracion de las algas o alimento
disponible (Monakov, 2003), Nafiez (2009) al utilizar una mayor concentracion en
la dieta obtuvo un menor consumo de C. vulgaris por E. grandidieri en
comparacion con los indices de consumo obtenidos en el presente estudio.
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IX. CONCLUSIONES

El indice Crecimiento Poblacional de E. grandidieri fue totalmente nulo
cuando Anabaena sp. estaba presente en cualquiera de sus
concentraciones aun con la adicion del alga verde C. vulgaris.

El indice de Crecimiento Poblacional y de Supervivencia depende del tipo y
concentracion de las algas en las dietas.

Conforme aumenta la concentracion de Anabaena sp. en la dieta, mayor es
el indice de mortalidad de los harpacticoideos.

Una dieta 100 % C. vulgaris provee los nutrimentos necesario para el
Optimo comportamiento del harpacticoide.

Un alga verde con alto valor nutricional como C. vulgaris como segundo
componente de la dieta ayuda a la mejor asimilacion de la cianobacteria en
la dieta alimentaria. Se observaron indices mas altos en promedio de vida
con una dieta 75 % C. vulgaris + 25 % Anabaena sp. que en una dieta 100
% Anabaena sp.

Una dieta 100% Anabaena sp. anula totalmente la fecundidad; la adicion del
alga verde C. vulgaris en una proporcion mayor que la cianobacteria 75 %
C. vulgaris + 25 % Anabaena sp. fue benéfica para su reproduccion,
aungue en indices muy bajos.

La forma y tamafo de la cianobacteria Anabaena sp. unicélulas es similar a

las unicélulas de C. vulgaris, por lo cual ambas fueron consumidas sin
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ningun problema, provocando gran toxicidad y la mortalidad inmediata de E.
grandidieri.

E. grandidieri presento un alto rechazo hacia los filamentos, evitando asi la
toxicidad por cianotoxinas.

Podemos afirmar que E. grandidieri es un excelente consumidor de C.
vulgaris con tasas de consumo de 0.01x10° céls. individuo™ hr?, con una
eficiente asimilacion y aprovechamiento de esta alga para lograr las

Optimas condiciones en su demografia.
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