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Resumen

En estudios de interacciones alelopaticas los miembros del género Brachionus han sido
utilizados frecuentemente, ya que en presencia de algunos infoquimicos han reportado
modificaciones en su historia de vida. En sistemas acuaticos, los rotiferos son uno de los
principales componentes de la comunidad zooplancténica junto con los copépodos y
cladoceros. Los copépodos y rotiferos interactuan frecuentemente, por una parte, los
copépodos calanoides y nauplios de los cyclopoides compiten por recursos con ellos,
mientras que, los cyclopoides depredan algunas especies de rotiferos. Ademas, el sexo
determina el comportamiento, siendo las hembras quienes tienen tasas de filtracion
mayores. Las interacciones de los copépodos también dependen de la deteccidén quimica
para regular algunos de los aspectos de su ciclo de vida como la alimentacion y
reproduccion, por lo que es posible que las especies con las que coexisten con los
copépodos sean afectadas, aunque no tengan una interaccion directa. Debido a que, la
comunicacién alelopatica entre rotiferos y copépodos ha sido poco estudiada mas alla
de la depredacién que ocurre, el objetivo de este estudio es evaluar si existe un efecto
alelopatico entre copépodos hembras y machos de un copépodo cyclopoide
(Mesocyclops longisetus) y un calanoide (Arctodiaptomus dorsalis) sobre la historia de
vida de Brachionus havanaensis. Para evaluar esto, obtuvimos el medio condicionado
(MC) de hembras y machos de A. dorsalis y M. longisetus en 24 h antes de los
experimentos a una densidad 0.02 ind ml-'. Posteriormente, se utilizé el MC para realizar
una tabla de vida donde se siguié una cohorte de B. havanaensis hasta que murié el
ultimo. De manera general, se encontré que solo los MC de A. dorsalis y el MC de
machos de M. longisetus tuvieron un efecto significativo. Los aleloquimicos de A. dorsalis
causaron una disminucién ~15% en las variables de supervivencia, mientras que las
variables de reproduccion, como la tasa de reproduccion bruta (GRR) disminuy6 ~22%,
tasa de reproduccion neta (Ro) y el tiempo generacional (t) que decrecié ~10%, ademas
no se encontrd un efecto significativo entre hembras y machos. Por su parte, el MC de
machos de M. longisetus solo caus6 una disminucién de ~17% en las variables de

supervivencia. Finalmente, se concluyé que existe un efecto alelopatico debido al MC de
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A. dorsalis de hembras y machos el cual tiene un efecto negativo sobre la historia de vida
de B. havanaensis, mientras que solo el MC de machos de M. longisetus tuvo un efecto

alelopatico causando una respuesta negativa en la supervivencia.

Abstract

Members of rotifers of the genus Brachionus have been used in allelopathic studies since
the presence of infochemicals can modify their life histories. In aquatic ecosystems,
rotifers are one of the main components of the zooplankton community along with
copepods and cladocerans. Copepods and rotifers interact in nature. Calanoid copepods
and cyclopoid nauplii compete for algal food with rotifers, while adult cyclopoids prey on
rotifers. Additionally, in copepods sex determines behavior, females exhibit higher
filtration rates than males. Rotifers interacting with copepods also rely on chemical
detection to regulate their life cycle such as feeding and reproduction. Therefore, it is
possible that rotifer species that coexist with copepods are affected through chemically
mediated signals even if they do not have a direct physical contact. Since allelopathic
interactions between rotifers and copepods has been little studied beyond predation that
occurs, the aim of this study was to evaluate whether there is any allelopathic effect of
the conditioned medium (CM) from female and male copepods of cyclopoida
(Mesocyclops longisetus) and calanoids (Arctodiaptomus dorsalis) on the life history of
Brachionus havanaensis. To test this, we separately obtained the conditioned medium
from females and males of A. dorsalis and M. longisetus at a density of 0.02 ind ml-1 in
24 h before the experiments. Subsequently, the CM was used to conduct life table
demography tests involving cohorts of B. havanaensis. It was found that allelochemicals
of A. dorsalis caused a ~15% decrease in survival variables, while reproduction variables,
such as gross reproduction rate (GRR) decreased by ~22%, net reproduction rate (RO)
and generation time (T) decreased to ~10%. In addition, no significant effect was found
between CM obtained from females and males. However, the MC of M. longisetus males
caused a ~17% decrease in survival variables. Finally, it was concluded that there is an
allelopathic effect due to the CM of A. dorsalis; CM from females and males had negative
effects on the life history of B. havanaensis. For M. longisetus, only CM from males had

an allelopathic effect, causing a negative response in survival of rotifers.



Pagina |3

Introduccioén

La presencia y ausencia de las especies de zooplancton puede estar determinada por
factores abidticos y bidticos; desde el punto de vista de los factores bidticos, en la
literatura se considera que la depredacién y la competencia por recursos son las
principales fuerzas capaces de estructurar sistemas (Turner y Mittelbach 1990; Le
Bourlot et al., 2014). De manera general, en los lagos epicontinentales podemos
encontrar especies de zooplancton como los rotiferos, cladéceros y copépodos, estos
tres grupos principalmente se encuentran en constante interaccion ya que comparten

recursos (Pennak 1957; Sarma et al., 2011; Gébmez-Marquez et al., 2013).

Las interacciones entre los tres grupos determinan la presencia de las especies en el
sistema, por ejemplo, en lagos en los que Daphnia tienden a tener abundancias altas los
rotiferos disminuyen su densidad; entre los mecanismos descritos para que ocurra este
cambio de abundancias, se encuentra la competencia por recursos y la interferencia
mecanica (Conde-Porcuna et al., 1998). Por una parte, los claddceros son organismos
herbivoros al igual que los rotiferos por lo que la competencia por recursos es fuerte y
es comun que especies de cladoceros puedan controlar las poblaciones de rotiferos
(Gilbert 1988; Mclsaac y Gilbert 1989). A su vez, las abundancias de los claddceros se
pueden ver afectadas por la presencia de peces zooplanctivoros, que debido a que se
alimentan de cladéceros a lo largo de su ciclo de vida tienden a limitar sus densidades
provocando que la abundancia de los rotiferos aumente (Jeppesen et al., 1997). En
cambio, el grupo copépoda a pesar de ser un grupo con tamafos grandes pueden
escapar de la depredacion de los peces debido a que su velocidad de nado es alta y que
realizan “saltos” que les permiten escapar (Buskey et al., 2003; Pasternak et al., 2006).
Por lo que el efecto de depredacién de los peces sobre ellos no es tan alto, y en cambio

los copépodos ejercen una fuerza de competencia fuerte sobre los rotiferos y cladoceros.

Las especies del grupo Copépoda en sistemas acuaticos epicontinentales pertenecen a
tres ordenes principalmente, Calanoida, Cyclopoida y Harpacticoida, cada grupo
presenta diferentes tipos de alimentacion lo que permite que coexistan en el mismo lugar

(Reid y Williamson 2010). Los calanoides generalmente son organismos herbivoros,
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mientras que los cyclopoides son los depredadores principales ya que consumen otros
organismos como rotiferos, claddceros y protozoos, finalmente los harpacticoides que al
ser bentdnicos pueden consumir detritus, bacterias y algas (Lee et al., 1985; Kleppel
1993, Reid y Williamson 2010).

A pesar de que cada grupo tiene grandes diferencias, su ciclo de vida es similar ya que
son organismos dioicos obligados que tienen tres estadios (nauplios, copepoditos y
etapas adultas) que pueden durar y subdividirse dependiendo de la especie (Peterson
2001; Tordesillas et al., 2016). Otro aspecto en la reproduccion es la formacién de
espermatoforos que son necesarios en la reproduccion, en el caso de especies de
cyclopoides puede tener descendencia continua después de un unico evento
reproductivo, mientras que en el caso de los calanoides necesitan distintos encuentros

sexuales para generar descendencia (Kigrboe 2006).

La reproduccion de los copépodos es interesante ya que son organismos dioicos
obligados, a diferencia de los rotiferos y cladoceros, por lo que en el sistema siempre
existen hembras y machos; este aspecto es importante mencionarlo ya que tienen
comportamientos distintos tanto en aspectos demograficos, como alimenticios y
reproductivos (Kleppel 1993). De acuerdo con estudios de campo, se ha encontrado que
las densidades de hembras y machos en el sistema son distintas, siendo generalmente
las hembras las que se encuentran en mayor abundancia, con una relacién 3:1, aunque
en calanoides también se ha reportado una relacion 1:1 (Gusmao y McKinnon 2009).
Esta diferencia en la proporcién de hembras y machos en el sistema se vuelve relevante
ya que se ha reportado que hembras y machos tienen diferentes preferencias
alimenticias, y debido a que son mas voraces tienen ademas tasas de ingesta mayores

también y son mas longevas (Moison et al., 2013).

Lo anterior es relevante, ya que las interacciones con otras especies de rotiferos o
cladéceros cambian dependiendo en qué etapa de su ciclo de vida se encuentren, siendo
la etapa adulta la que abarca mayor parte de su ciclo de vida, y es donde ocurre la mayor
parte de las diferencias entre los grupos, ademas, el sexo determina su comportamiento
(Fryer 1957; Kleppel 1993; Diéguez y Gilbert 2011). El grupo Copépoda ha sido de gran

interés, particularmente el orden Cyclopoida que ha sido ampliamente estudiando en
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cuanto a su comportamiento y alimentacion (Suarez-Morales 2015; Cruz-Escalante et al.,
2015). En particular, se sabe que los copépodos cyclopoides se alimentan principalmente
de rotiferos brachionidos y algunas especies de cladéceros (Valencia-Vargas 2015). Los
rotiferos brachionidos son el segundo grupo mas abundante en ambientes plancténicos
son presas de los copépodos cyclopoides y sufren de la competencia por recursos por
parte de organismo herbivoros. Y a pesar de que los rotiferos lecanidos son mas
abundantes en el sistema, no se ha reportado una interaccién intensa con los cladéceros

o copépodos (Yufera 2001; Lapesa et al., 2002, Jiménez-Contreras et al., 2007).

Los copépodos son organismos que dependen de informacién visual y no visual, aunque
al no ser capaces de formar imagenes son dependiente de la informacion no visual como
el “olfato”, esta informacion esta dada por sustancias quimicas liberadas al medio
llamadas infoquimicos. Estas sustancias sirven como feromonas que facilitan el
encuentro sexual entre individuos (Heuschelle y Selander 2014; Selander et al., 2016);
sin embargo, se ha encontrado que las sustancias no son mono funcionales, sino que
esas mismas sustancias en otras especies, al detectarlas pueden regular interacciones
interespecificas (Grebner et al., 2019); por ejemplo, Phaeocystis globosa en presencia
de Acartia tonsa tiende a disminuir la formacion de células a comparacion del control o
en la presencia de Euplotes, lo que nos indica que especies de fitoplancton pueden tener

respuestas distintas dependiendo de la especie presente (Long et al., 2007).

Ademas, se ha reportado que esta comunicacion quimica es bilateral, es decir, no solo
los copépodos provocan respuestas en otras especies, sino que ellos también pueden
responder a estos infoquimicos, por ejemplo, copépodos calanoides se ha reportado que
son sensibles a sustancias como el Sulfuro de dimetilo (DMS) una sustancia liberada por
el fitoplancton que estimulan la tasa de ingestién (Steinke et al., 2006: Procter et al.,
2019). No solo estimulan sus tasas de ingestion, sino que gracias a estas sustancias los
copépodos son capaces de discriminar cuando las algas son toxicas aun cuando son de

morfologia similar a las no toxicas (Heuschelle y Selander 2014).

Esta comunicacion quimica es llamada interferencia quimica o alelopatia, esta se
encuentra presente a lo largo de la cadena tréfica, y esta definida como la interaccién de

dos especies por medio de la liberacién de infoquimicos que generan una respuesta en
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el otro (Dicke y Sabelis 1988; Sarma y Nandini 2018). La alelopatia se encuentra muy
presente en la depredacién, ya que las presas al detectar el infoquimico (kairomonas)
del depredador (puede ser desde invertebrados a vertebrados) generan repuestas para
escapar o evitar la depredacion, asi como generar sefales de alerta en la poblacion

cuando son dafiadas (Laforsch y Tollrian 2004).

No obstante, la depredacién no es la unica interaccion ligada a la alelopatia en la
competencia por recursos, es decir, entre organismos que consumen los mismos
recursos, como rotiferos y cladoceros, también se ha encontrado que pueden modificar
su demografia en presencia de infoquimicos (Gama-Flores et al., 2019; Sarma et al.,
2020). Ademas, se ha encontrado que tanto cladoceros como rotiferos, cuando se
encuentran en abundancias altas empieza la produccion de estas sustancias y sirve
como indicador para el inicio de la reproduccién sexual, que a diferencia de los

copépodos no es obligatoria (Zadereev y Lopatina 2015; Snell, 2017; Sarma et al., 2018).

Existen diferentes maneras de estudiar el efecto alelopatico en especies de zooplancton,
como separacion por barreras fisicas, que consiste en una membrana que divide a los
organismos, pero dejan que los infoquimicos circulen en el medio; también puede ser por
extractos u exudados, principalmente usados en plantas acuaticas para obtener los
metabolitos secundarios que liberan (Mulderij et al., 2007; Nandini et al., 2014). Otro
meétodo es concentrar las sustancias a través de métodos como la extraccion en fase
sélida y el medio condicionado en el cual se deja que los organismos liberen infoquimicos
por un tiempo conocido, el cual posteriormente se ocupa para hacer crecer al otro
organismo (Pohnert 2012; Selander et al., 2016; Sarma y Nandini 2018).

Existen distintas respuestas que un organismo puede exhibir ante un efecto alelopatico,
como pueden ser modificaciones morfolégicas, migraciones o cambios demograficos
(Lass y Spaak 2003; Guo et al., 2011). La respuesta demografica medida en el laboratorio
nos permite observar con facilidad los efectos que tendria la alelopatia sobre los
organismos en el sistema, por ejemplo, las respuestas demogréaficas que pueden
cambiar la abundancia de una especie, lo que conllevaria un cambio en las interacciones
con otros organismos (Kammenga y Laskowski 2000). Estos cambios demogréficos que

se observan en su historia de vida se evaluan en dos rubros: supervivencia y
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reproduccion, que estan asociadas al presupuesto energético del individuo (Pianka
2011). Por ejemplo, se ha encontrado que los rotiferos de la familia Brachionidae suelen
ser mas susceptibles a interacciones alelopaticas, principalmente los rotiferos del género
Brachionus o Keratella, ya que en estudios de laboratorio y campo se ha encontrado que
Asplanchna libera infoquimicos al sistema donde las especies de brachionidos las
detectan, provocando la elongacion de sus espinas y modificando su abundancia en el
sistema (Garza-Mourifio et al., 2005, Gilbert 2013; Sarma et al., 2018).

También se ha reportado el efecto alelopatico sobre rotiferos que tienen algunas
especies de copépodos cyclopoides, por ejemplo, en aspectos demograficos se ha
encontrado que Mesocyclops pehpeiensis, tiene un incremento en las variables
reproductivas del rotifero Brachionus havanaensis, pero no en supervivencia, por lo que
los experimentos de tabla de vida nos permiten observar los cambios que sufre una
cohorte a lo largo de su vida y nos da informacion para inferir su comportamiento en el
sistema (Nandini et al., 2014). También se ha reportado que algunas especies como
Keratella presentan cambios morfolégicos, elongacion de espinas, en presencia de
especies de copépodos (Riessen y Gilbert 2019).

Las interacciones alelopaticas entre copépodos y rotiferos han sido estudiadas desde un
punto de vista de depredador-presa, poniendo principal interés sobre las hembras y
dejando de lado a los machos. Del mismo modo, esta interaccion quimica entre
herbivoros no ha sido ampliamente estudiada, por lo que se le ha dado un enfoque
particular a estos competidores en lo que se refiere a la competencia por recursos. En
este estudio se penso en explorar dos panoramas, por un lado, el papel que puede estar
teniendo la interaccion depredador-presa o entre herbivoros, entre copépodos y rotiferos,
asi como determinar si existe un efecto diferenciado debido al sexo de los copépodos en

la historia de vida de los rotiferos.
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar las respuestas de supervivencia y demograficas de un rotifero brachiénido
expuesto al medio condicionado de los machos y hembras de copépodos cyclopoides y

calanoides.

Objetivos particulares

v' Analizar el efecto ocasionado por el medio condicionado de copépodos hembras
y machos de calanoides (Arctodiaptomus dorsalis) y copépodos cyclopoides
(Mesocylops longisetus) sobre la supervivencia de Brachionus havanaensis.

v" Analizar el efecto ocasionado por el medio condicionado de copépodos hembras
y machos de calanoides (Arctodiaptomus dorsalis) y copépodos cyclopoides

(Mesocylops longisetus) sobre la fecundidad de Brachionus havanaensis.
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Hipotesis

Si los copépodos cyclopoides y calanoides comparten el mismo espacio e interactuan
con los rotiferos, entonces podria existir un efecto alelopatico, en el cual los copépodos

cyclopoides tendrian un mayor efecto debido a la presién de depredacién que ejercen.

Ademas, si el sexo del copépodo influye en el comportamiento y afecta sus interacciones,
siendo las hembras quienes tienen mayores tasas de ingesta, entonces el efecto
alelopatico que pueda ocurrir podria ser mayor en comparacion al efecto provocado por

los machos.
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Materiales y métodos

Cultivo de la microalga
Las especies de zooplancton se alimentaron con Chlorella vulgaris, la cual fue
previamente cultivada en Medio Basal Bold durante 7 dias a 15°C con luz y aireacion
constante (Borowitzka y Borowitzka, 1988). Posteriormente, se cosecho y centrifugd a
3000 rpm x 5 min. Finalmente, C. vulgaris fue resuspendida en agua destilada y

refrigerada a 4°C hasta su uso.

Aislamiento e identificacién de especies de zooplancton del Lago de Xochimilco,

CDMX.

Se tomdé una muestra del Lago Xochimilco y se aislaron tres especies de zooplancton:
un rotifero brachionido (Brachionus havanaensis Rousselet, 1911) y dos especies de
copépodos: un cyclopoide depredador (Mesocyclops longisetus Thiébaud, 1912) y un
calanoide herbivoro (Arctodiaptomus dorsalis Marsh, 1907). Las especies fueron
identificadas con las guias de identificacién de Koste (1978), Suarez-Morales y Gutiérrez-
Aguirre (2005) y Elias-Gutiérrez et al. (2008).

Cultivo de las especies del zooplancton
Todos los cultivos se mantuvieron en el laboratorio a una temperatura ambiente (20 —
25°C) en medio moderadamente duro (Medio EPA) (Weber, 1993). Todas las especies
fueron alimentadas con C. vulgaris, solo en el caso del depredador se le suministré una
dieta mixta de zooplancton (B. havanaensis, Brachionus calyciflorus Pallas, 1766,
Plationus patulus Muller, 1786 y Moina macrocopa Straus, 1820). Cada tres dias se
realizé el cambio de medio EPA en el caso de los rotiferos y una vez a la semana en el

de los copépodos.

Etapa experimental
Medio Condicionado
Previo a realizar los experimentos se prepararon medios condicionados con las dos
especies de copépodos y separando hembras y machos, a una densidad de 0.02 ind. ml

' que coincide con las densidades naturales reportadas, asi como la concentracion
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minima reportada que tiene un efecto alelopatico (Nandini et al., 2016; Long et al., 2007).

En total se tuvieron cuatro tratamientos:

M. longisetus hembras (H) A. dorsalis hembras (H)

M. longisetus machos (M) A. dorsalis machos (M)

Para preparar el medio condicionado, se inocularon 2 individuos por cada 100 ml de
medio EPA con 0.1x10° céls. mI'' de Chlorella, y se deja reposar por 24h a 20°C para
que los organismos liberen los infoquimicos. Posteriormente, los individuos son
separados con una red de 400 um y puestos en medio fresco para repetir el proceso. El
medio obtenido es filtrado con una membrana de 0.45 pym para eliminar restos organicos,

como algas restantes y también para eliminar bacterias (Loose et al., 1993).

Experimentos de tabla de vida dinamica

Se realiz6 una tabla de vida demografica de B. havanaensis en la cual se tuvieron cuatro
tratamientos y un control, con tres replicas cada uno. Cada unidad experimental consistio
en 20 neonatos (<12h) en 20 ml de medio EPA o el medio condicionado, con 1x108 céls.

ml-! de C. vulgaris y se mantuvieron a una temperatura constante de 20°C.

Se siguid la cohorte inicial de los rotiferos hasta que murié el ultimo organismo, los
conteos se realizaron cada 12h y se llevod un registro de los sobrevivientes y el numero

de descendencia (numero de neonatos) los cuales fueron retirados.

Finalmente, con los datos recabados se calcularon las variables de supervivencia y

reproduccion de acuerdo con las formulas de Krebs (1985):

Ny

Supervivencia (I,) = —
Ny

Esperanza de vida (e,) = l—x
X
Tasa bruta de reproducciéon = Z m oo
0

Tasa neta de reproduccion (R,) = Z L,m,
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L.m, *x
Tiempo generacional (T) = ZXR—X
0
Tasa intrinseca de crecimiento (R) = Z eC™ Lm, =1

(x=0)
Para describir el comportamiento del decaimiento provocado por el medio condicionado
de los copépodos en la supervivencia de B. havanaensis, se calcul6 la tasa instantanea

de mortalidad de acuerdo con la formula de Rabinovich (1984):

Tasa intantanea de mortalidad (m) = —In(1 — M)

No — N¢

Tasa cruda de mortalidad (M,) = N
t

Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 a través del programa estadistico SigmaPlot 11.0.

Para comparar la supervivencia de B. havanaensis en presencia de los distintos medios
condicionados (MC) se analizdé el comportamiento de las curvas de supervivencia por
medio de dos modelos estadisticos, el primero es un analisis de la tasa intrinseca de
mortalidad de una poblacion que nos ayuda a describir el comportamiento de las curvas,
la parte de la curva que fue analizada es a partir de que empiezan a morir los organismos,
a la que se le realizd una regresion exponencial para encontrar cual es la ecuacion que
mejor se ajusta a los datos de supervivencia de B. havanaensis y permite describir su

comportamiento (Rabinovich, 1984).
y = aeP* > Nt= N, - e ™

Donde:

y/Ne: Supervivencia de organismos en un tiempo t+n

a/No: Supervivencia de organismos en un tiempo ¢t

b/-m: tasa intrinseca de mortalidad

x/t = tiempo (dias)

Mientras que, el segundo se trata de un analisis de supervivencia (Prueba Log Rank)

que nos permite comparar estadisticamente el comportamiento de las curvas a lo largo
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del tiempo, ademas se realiz6 una prueba post hoc de comparacién multiple por el

método Holm-Sidak para aislar los grupos diferentes.

A los datos de las variables de tabla de vida se les realizaron dos pruebas: Prueba de
igual de varianzas (Prueba de Levene) y una Prueba de normalidad (Prueba Shapiro-
Wilk) para evaluar que cumplieron con los criterios de normalidad y homocedasticidad
para realizar el Analisis de Varianza (ANDEVA) de una via. Los datos de promedio de
vida, esperanza de vida, tasa de reproduccidon bruta y neta y tiempo generacional
cumplieron con los supuestos de homocedasticidad y normalidad para realizar las
pruebas de ANDEVA de una via. En el caso de la tasa intrinseca de crecimiento, no son
homocedasticos por lo que se realizé una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) para
analizar las posibles diferencias entre los tratamientos. Finalmente, en el caso de
encontrar diferencias significativas entre los tratamientos se realizé una prueba post hoc
de comparaciones multiples Prueba de Tukey, para aislar cuales son los tratamientos

donde hay diferencias significativas.

Finalmente se realizé una regresion lineal para analizar las relaciones entre el tiempo
generacional y el promedio de vida y la relacién entre la tasa de reproduccion neta y el

promedio de vida.
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Resultados

Las curvas de supervivencia (Ix) de Brachionus havanaensis en presencia del medio
condicionado (MC) de ambos copépodos (Mesocyclops longisetus y Arctodiaptomus
dorsalis) hembras y machos mostraron un efecto negativo al compararse con el control
(Figura 1). En las curvas de I, se puede observar que los rotiferos mueren alrededor del
dia 13, adicionalmente podemos observar que las curvas de los tratamientos disminuyen
rapidamente ya que se alcanzé el 50% de la supervivencia alrededor del dia 7, mientras

que en el caso del control se alcanza en el dia 8.

Al realizar una regresion exponencial, el comportamiento de las curvas de supervivencia
del control se puede describir de la siguiente forma: N, = 0.021 e~(0-300® ' con un
coeficiente de determinacion (R?): 0.779, la tasa instantanea de mortalidad (m) indica
que la poblacion disminuye 0.306 ind. dia™* (Tabla 1). Ademas, se realizé una proyeccion
de los datos para observar si se ajusta a los datos obtenidos usando la ecuacién como
se puede observar en la linea roja de la Figura 1.a. En las curvas de supervivencia de B.
havanaensis en presencia de los medios condicionados de M. longisetus y A. dorsalis;
las hembras y machos de M. longisetus produce un incremento de la mortalidad del 3%
y 8% respectivamente; mientras que los infoquimicos de hembras y machos de A.
dorsalis producen un incremento de 5% y 3%. De igual forma, se probd la ecuacién para
observar el ajuste a los datos, que estan representadas con las lineas de color en la
Figura 1.b y c y se puede observar que sigue un comportamiento similar al de los datos
experimentales.

Tabla 1 Tabla de ecuaciones del modelo de la tasa intrinseca de mortalidad de B.
havanaensis en presencia del MC de M. longisetus y A. dorsalis

Tratamiento Ecuacion R?
Control N, = 0.021 ¢~(0:306)(®) 0.779
MC Mesocyclops longisetus

Hembras N, = 0.02 ¢=(0316)(®) 0.736
Machos N, = 0.018 ¢~(0:332)(®) 0.715
MC Arctodiaptomus dorsalis

Hembras N, = 0.019 ¢~(0:32D(® 0.781

Machos Ny = 0.02 ¢~(0:316)(®) 0.736
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Adicionalmente al modelo anterior, se realiz6 un analisis de supervivencia (Log Rank)
para comparar el comportamiento de las curvas de supervivencia de B. havanaensis en
presencia del medio condicionado de hembras y machos de ambas especies de
copépodos al compararse con el control en el cual se encontraron diferencias
significativas entre el control y los tratamientos (P<0.001, Tabla 2); sin embargo, no se
encontré un efecto significativo diferenciado entre el medio condicionado de ambas

especies copépodos (P>0.1).
Tabla 2 .Tabla de valores del estadistico de la Prueba Log Rank.

Estadistico Grados de libertad Valor de P
25.047 4 <0.001

Por otra parte, en las curvas de fecundidad de edad especifica (mx) se puede observar

que tanto en el control como en los tratamientos la produccidon maxima de neonatos se
observo alrededor de dia 4, tanto el control como los MC de M. longisetus, la produccién
maxima de neonatos hembra™' fue aproximadamente 3 descendientes hembra'. En el
caso de los dos medios condicionados de A. dorsalis se puede observar una ligera
disminucion de la produccion a ~2.5 neonatos hembra'. A partir del dia de produccion
maxima en el control y el MC de hembras de M. longisetus, se puede ver que disminuye
lentamente a lo largo del tiempo conforme los organismos van envejeciendo, que a
diferencia del MC de los machos de M. longisetus justo antes de morir hubo incremento
de la produccion de neonatos. En el caso de ambos MC de A. dorsalis la produccion va
disminuyendo con el tiempo; no obstante, el comportamiento no fue claro ya que hubo

dias donde la produccién de neonatos fue alta (Figura 2).

Finalmente, en las curvas de esperanza de vida (Ex) se puede observar que en todos los
tratamientos hubo una disminucion con respecto al control (Figura 3). Por ejemplo, M.
longisetus tuvo una disminucion constante a lo largo del tiempo, mientras que A. dorsalis
presenta un periodo donde se mantiene constante entre los dias 6-10, siendo las

hembras las que tienen este efecto mas prolongado.
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0.8 a)
0.6

04

02 F
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—A— MC M. longisetus H
- —4A— MC M. longisetus M
b)
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N¢ = (0.020) e{0-316)(1)
R?=0.736
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Figura 1 Curvas de supervivencia (Ix) de Brachionus havanaensis en presencia del medio
condicionado de hembras (H) y machos (M) de Mesocyclops longisetus y Arctodiaptomus
dorsalis. Los simbolos representan el promedio de los datos y su error estandar, la linea
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punteada representa el 50% de la poblacion y la linea sélida es la proyeccion de los datos
usando la ecuacion de la regresion exponencial.
4 ¢

—@— Control
a)

—4&— MC M. longisetus H
—A— MC M. longisetus M
b)

Fecundidad (my)
N

—=— MC A. dorsalis H
—&— MC A. dorsalis M

c)

Tiempo (dias)
Figura 2. Curvas de fecundidad (mx) de Brachionus havanaensis en presencia del
medio condicionado de hembras (H) y machos (M) de Mesocyclops longisetus y
Arctodiaptomus dorsalis
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Figura 3 Curvas de esperanza de vida (Ex) de Brachionus havanaensis en presencia del
medio condicionado de hembras (H) y machos (M) de Mesocyclops longisetus y

Arctodiaptomus dorsalis.
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De acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilks, los datos de variables de tabla de vida
(Promedio de vida (0.5 lx), Esperanza de vida (Eo), tasa de reproduccion bruta y neta
(TBR y Ro), tiempo generacional (T) y tasa intrinseca de crecimiento (R)) tienen una
distribucion normal (p=0.131). Por su parte, con la prueba de varianzas iguales (para
homocedasticidad) se registré que todas las variables excepcion de la tasa intrinseca de
crecimiento (r), cumplen con las caracteristicas de homocedasticidad para realizar la
prueba de ANDEVA (p>0.1), la r es la unica que no pasa la Prueba de Varianzas iguales

(p<0.05), con base en esto se realizaron las pruebas de Kruskal-Wallis pertinentes.

Los datos de las variables de tabla de vida de B. havanaensis en presencia del medio
condicionado de hembras y machos de M. longisetus y A. dorsalis se muestran en la
Tabla 1 y figura 4. El medio condicionado (MC) de los machos de M. longisetus, y
hembras de Arctodiaptomus dorsalis provocaron una reducciéon significativa (p<0.05)
~17%, mientras que en el MC de las hembras de A. dorsalis causaron una disminucion

~14% en el promedio de vida y esperanza de vida (Figura 4. ay b; Tabla 3).

En la TRB ambos medios condicionados de A. dorsalis tuvieron un efecto negativo
significativo ya que hubo una reduccién ~20% aunque no hubo un efecto diferenciado si
los infoquimicos provenian de las hembras o machos (p>0.05). En el caso de ambos MC
M. longisetus, no se registré un efecto significativo (p>0.05), aunque si se observaron
diferencias entre ambos tratamientos (Figura 4.c, Tabla 3). En la Ro, se mostr6 de igual
manera, que solo los MC de A. dorsalis tuvieron un efecto negativo significativo (p<0.05),
ya que provocaron una reduccion ~35%, tampoco hubo diferencias entre el efecto

provocado por hembras y machos (Figura 4.d; Tabla 3).

Por otra parte, en el tiempo generacional de B. havanaensis se tuvo un efecto
significativo, ya que el T se vio reducido en un ~10% por ambos MC de A. dorsalis
(p<0.05). Mientras que los infoquimicos de M. longisetus, no tuvieron un efecto

significativo (p>0.05).

En el caso de lar, se observo que existen diferencias significativas entre las tasas (p<0.5)
(Figura 4.e y f; Tabla 1). De manera general, se puede observar que los infoquimicos de

A. dorsalis provocan una reducciéon ~15%, mientras que los machos de M. longisetus
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provocan un cambio -10%. Sin embargo, de acuerdo con la prueba de comparaciones

multiples no hay diferencias entre los tratamientos (p>0.05).

Otra caracteristica de las historias de vida que se puede analizar es la relacién entre el

0.5 Ik y T en la que la correlacion de estas variables es de 0.66 (p=0.006). El tiempo

generacional de B. havanaensis en el control fue de 1.73+£0.07, mientras que en el caso

de hembras y machos de M. longisetus, la relacion es de 1.61+0.06 y 1.57+0.06, y

finalmente B. havanaensis en presencia de los MC de A. dorsalis hembras y machos fue

de 1.571£0.01 y 1.66+0.01 (Figura 5). Finalmente, la segunda relacion que se puede

analizar es la relacion entre el 0.5 Ix y la Ro en la que el coeficiente de relacion es de 0.67
(p<0.001; Figura 6).

Tabla 3. Variables de vida de Brachionus havanaensis en presencia del medio
condicionado de hembras y machos de Mesocyclops longisetus y
Arctodiaptomus dorsalis

. Variables de tabla de vida
Tratamientos
0.5 I Ex TBR Ro T r

Control 8.48+0.272 | 7.98+0.272 | 16.16+0.24° | 12.55+0.272 | 5.01+0.09° | 0.6182+0.01*
MC Mesocyclops longisetus

Hembra 7.65+0.132% | 7.15+0.133° | 17.7440.432¢ | 11.9+0.40% | 4.65+0.08%" | 0.636+0.001*
Machos 7.0740.33° | 6.57+0.33" | 14.68+0.18%¢ | 10.284+0.15%9 | 4.73+0.07° | 0.552+0.01*
MC Arctodiaptomus dorsalis

Hembra 7.1640.08° | 6.66+0.08" | 12.59+1.01° | 8.07+0.78" | 4.47+0.04" | 0.5342+0.03*
Machos 7.3840.03° | 6.88+0.03" | 12.55+0.79"° | 7.95+0.47" | 4.57+0.14" | 0.5297+0.01*

Notas: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05), mientras letras iguales
indican que no hay diferencias significativas (p>0.05). (*) indica diferencias
significativas con la prueba Kruskal Wallis.
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Figura 4. Variables de tabla de vida de Brachionus havanaensis en presencia del MC de
M. longisetus de hembras (MH), machos (MM) y A. dorsalis hembras (ADH) y machos
(ADM): a. Promedio de vida, b. Esperanza de vida, c. Tasa de reproduccién bruta, d.
Tasa de reproduccion neta, e. Tiempo generacional y f. Tasa intrinseca de crecimiento.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05), mientras letras iguales indican
gue no hay diferencias significativas (p>0.05).
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Promedio de vida (0.5 Iy)
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Tiempo generacional (T)
Figura 5 Relacion entre el tiempo generacional y el promedio de vida de Brachionus

havanaensis en presencia del medio condicionado de Mesocyclops longisetus (Hy M) y
Arctodiaptomus dorsalis (H y M). Lineas grises representan los intervalos de confianza
(T =3.296 + (0.179 * 0.5 Ix) R=0.658; p<0.001).
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Figura 6 Relacién entre el promedio de vida y la tasa de reproduccion neta (Ro) de
Brachionus havanaensis en presencia del medio condicionado de Mesocyclops
longisetus (H y M) y Arctodiaptomus dorsalis (H y M). Lineas grises representan los
intervalos de confianza (0.5 Ix=5.181 + (0.233 * Ro) R= 0.673; p<0.001).
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Discusion

Miembros del género Brachionus han sido utilizados como modelos para estudiar los
efectos de contaminantes sobre organismos acuaticos, al estudiar sus efectos sobre
rotiferos podemos observar que la poblacidn disminuye drasticamente sus
caracteristicas de historia de vida, por ejemplo, Brachionus havanaensis en presencia de
triclosan todas sus variables de supervivencia y reproduccion fueron notablemente
afectadas (Gonzalez-Pérez et al., 2018). Sin embargo, en estudios sobre interacciones
alelopaticas los cambios no son tan drasticos, por ejemplo, Guo et al., (2010) encontré
que B. calyciflorus en presencia de Daphnia y Asplanchna presentan un compromisos y
restricciones entre supervivencia y fecundidad, en el que dependiendo del medio
condicionado (MC) se favorece a uno, aun asi, el cambio provocado no es tan drastico
como en el caso del triclosan. En este trabajo, de manera general, se puede observar
que el efecto causado por los infoquimicos no es muy fuerte, en el caso de ambos MC
de Arctodiaptomus dorsalis tienen un efecto negativo tanto en las variables de
supervivencia, promedio (0.5 Ix) y esperanza de vida (Ex), como en las variables de
reproduccion, tasas de reproduccion neta y bruta (Ro y TBR) y tiempo generacional (T);
mientras que solo el MC de machos de M. longisetus tuvo efecto sobre la supervivencia
(Figura 5).

Mesocyclops longisetus Arctodiaptomus dorsalis

] y‘d‘ - : - _> Supervivencia

&

Brachionus havanaensis

//‘ Q{J Reproduccion

\

SR, |

Figura 7 Diagrama del efecto alelopatico ocasionado por el MC de Mesocyclops
longisetus y Arctodiaptomus dorsalis sobre Brachionus havanaensis. Las flechas
punteadas representan una interaccién negativa
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El hecho de que no se detectara un efecto diferenciado entre machos y hembras podria
atribuirsele a la densidad de copépodos utilizada para preparar los medios
condicionados, 0.02 ind ml"' que coincide con la concentracién minima experimental
funcional reportada por Long et al. (2007) para probar un efecto alelopatico de un
copépodo calanoide y que también corresponde a las densidades minimas reportadas
en Xochimilco para copépodos cyclopoides y calanoides, por lo que el efecto encontrado
en este estudio podria tener una influencia en poblaciones naturales de B. havanaensis
(Nandini et al., 2016). Ademas, una concentracion tan baja para preparar el medio
condicionado podria ser la causa de que no se registrara un efecto diferenciado entre
hembras y machos, ya que, al menos en Temora longicornis (calanoide marino), se ha
reportado que las hembras producen 9 compuestos distintos a los machos (Selander et
al., 2016); por lo que cabe la posibilidad de que al aumentar la densidad de los copépodos
en el medio condicionado se pueda apreciar esa diferencia, debido a que en estudios
con Asplanchna se ha observado que incrementando la densidad de este depredador

aumenta el efecto sobre rotiferos como B. calyciflorus (Pan et al., 2018).

En las curvas de supervivencia de B. havanaensis a través de la prueba de Log Rank se
encontré que todos los MC tienen un efecto negativo significativo comparado con el
control, aunque no hay diferencias entre ellos. De igual manera, en el anadlisis de las
tasas de mortalidad, podemos observar que las tasas instantaneas de mortalidad (m)
incrementaron entre 3 'y 8%, por lo que se puede decir que el efecto de los infoquimicos
es muy similar entre ellos, lo que podria explicar que a pesar de que existe un cambio
con respecto al control, no hay diferencias entre los tratamientos. Por otra parte, en las
curvas de fecundidad los cambios observables se dan con ambos MC de A. dorsalis, ya
que la produccion maxima se ve disminuida ~17%, mientras que en el caso de M.
longisetus las graficas parecen llevar el mismo comportamiento que el control, esto lo
podemos confirmar si observamos los valores de TBR, que corresponde a la suma total
de descendientes de la cohorte, ya que el MC de A. dorsalis provoco una disminucion
aproximada del 20% (Pianka 2011).

Otro indicador de que el MC de A. dorsalis afecta negativamente la reproduccion se
registra en el cambio de la Ro, ya que en el control tenemos que cada hembra en la
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poblacién es reemplazada por 12 neonatos, mientras que Mesocyclops no tiene un
cambio significativo, en cambio los aleloquimicos de A. dorsalis (hembras y machos)
provocaron que en la demografia de B. havanaensis cada hembra fuera reemplazada
por 8 y 9 neonatos respectivamente que representa una disminucion ~30 y 35%. Esto es
importante mencionarlo ya que Ro también es llamada tasa de reemplazo de la poblacion
en la que podria verse asociada a un compromiso con la supervivencia del organismo
como puede observarse en el trabajo de Sun et al. (2017) en el que B. plicatilis al cambiar
su alimento su Ro disminuye casi un ~50% pero su supervivencia aumenta un ~25%
(Pianka 2011). Sin embargo, en este trabajo no es observable este compromiso, por lo
que podria estarse dando en su morfologia como la elongacion de espinas posteriores o
cambios en tamafo del cuerpo, disminuye o aumenta la velocidad de nado y tasas de
filtracidn que son caracteristicas que pueden modificarse ante el estrés (Pianka 2011:
Yin et al., 2019; Diel et al., 2020)

El hecho de que Mesocyclops no tuviera un efecto aparente sobre las curvas de
fecundidad (my), y si sobre las curvas de supervivencia (Ix) nos ayuda a entender por qué
solo se encontraron diferencias significativas en el promedio y esperanza de vida con los
aleloquimicos de machos de Mesocyclops y no en la reproduccion. En principio, el efecto
de los machos no es comparable con otros estudios de alelopatia ya que no se han
tomado en cuenta solo se ha estudiado el efecto de las hembras sobre otros organismos,
aun asi el efecto encontrado en este estudio es distinto a lo que reporté Nandini et al.,
(2014), quienes encontraron que los infoquimicos de hembras de Mesocyclops
pehpeiensis tienen un efecto positivo sobre variables reproductivas como la TBR, Roy la
r de B. havanaensis, por lo que es posible que los aleloquimicos que libera son distintos
a M. longisetus. Ademas, estas diferencias pueden estar dadas debido a su
comportamiento alimenticio, ya que se ha reportado que las hembras de M. pehpeiensis
consumen mas B. havanaensis que M. longisetus, mientras que los machos tienen un
comportamiento contrario (Valencia-Vargas 2015). Se puede suponer que al estar
ejerciendo una presion de depredacidn constante por parte de los machos de M.
longisetus, B. havanaensis es capaz de reconocer estas sustancias y responder al

estimulo.
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Ademas, se ha reportado que en ocasiones los efectos de las interacciones alelopaticas
pueden verse reflejadas en generaciones siguientes, y no solo a través de modificaciones
en su demografia, también pueden presentar cambios morfolégicos (Pan et al., 2017);
ya que cualquier respuesta, como lo puede ser un compromiso de supervivencia vs
reproduccion o el cambio en la asignacion del presupuesto energético del organismo
tiene algun costo, el cual puede verse rapidamente reflejado en el cambio en la velocidad

de nado o cambio en las tasas de ingestion (Yin et al., 2019; Diel et al., 2020).

En el caso del MC de los calanoides el efecto encontrado es negativo sobre todas las
variables de supervivencia y reproduccion; sin embargo, no se pudieron aislar los
tratamientos distintos en r, esto podria deberse a que el numero de réplicas es pequefio
(3). En otros estudios como el de Gama-Flores et al., (2019) reportd6 que el medio
condicionado de Daphnia pulex y Moina macrocopa tuvieron un efecto negativo sobre B.
havananensis, ya que la TBR disminuyd 30 y 70%, Ro60y 35% y r 40 y 16%; por su
parte, Sarma et al., (2020

) reportaron que Plationus patulus tiene un efecto general sobre la supervivencia y
reproduccion de D. pulex, entre los parametros con mayor porcentaje de cambio fueron
la tasa de reproduccion neta y bruta con una disminucion del 75y 85% y su r disminuy6
en un 20%. Cambios tanto en la supervivencia y reproduccién pueden afectar
directamente la eficacia biolégica de los organismos y, por tanto, si el organismo se
encuentra en un estrés muy grande este puede verse reflejado en la tasa intrinseca de
crecimiento, la cual ha sido descrita como un indicador importante de estrés (King 1982;

Kammenga y Laskowski 2000).

Si se observan los datos de r, se puede ver que los MC de A. dorsalis provocaron
cambios en las tasas, sin embargo, debido al numero de réplicas (3) es posible que no
sea posible ver las diferencias, por lo que si se aumenta el numero de réplicas es
probable que se puedan observar. Este cambio en r nos podria estar indicando que B.
havanaensis esta sometido a un estrés en presencia de A. dorsalis, ya que al estar
compitiendo por los mismos recursos podria llegar a disminuir demasiado su poblacion
y eliminarlos del sistema o disminuyen sus densidades para evitar la competencia y

poder mantenerse en el sistema, por ejemplo, en Xochimilco se observé que en meses
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con densidades altas de calanoides, B. havanaensis disminuye su poblacion por lo que

el efecto alelopatico podria estar involucrado (Nandini et al., 2016).

Snell y King (1977) mencionan que cuando las variaciones en los parametros de vida
son bajos, es conveniente analizar las relaciones que existen entre las variables ya que
ellas afectan la eficacia bioldgica. Por ejemplo, King (1982) menciona que el promedio
de vida y el tiempo generacional (T) de los organismos estan relacionados, ya que el
promedio de vida corresponde a 2 veces el valor de T (2T), este valor nos indica que los
organismos se encuentran en buenas condiciones. En este estudio se menciona que
existe una correlacion entre ambas variables; sin embargo, el valor reportado en el
control es menor pero cercano a 2 (1.7+£0.07), el coeficiente de correlacidén entre ambas
variables es de 43% diferente de 0 (p=0.007), si observamos los valores de los
tratamientos de los copépodos podemos observar que la relacion entre 0.5 Ik y T

disminuye lo que indica que los MC someten a los rotiferos a estrés.

En el caso de la relacion de entre el 0.5 Ixy Ro es una regresion lineal positiva con un
coeficiente de relaciéon de 45% diferente de 0 (p=0.006), esta relacién es distinta a la
reportada por King (1982) quien no observd una correlacidn entre estas variables,
mientras que Snell y King (1977) describen esta misma relacion en la que mencionan
que las hembras pueden pasar por dos escenarios, uno donde la reproduccion maxima
se da en un corto periodo y luego pasan a una condicién post reproductiva; mientras que
en el en el segundo escenario se tienen periodos con reproduccion baja en largos
periodos. El primer escenario es observable en el comportamiento de las curvas de my
del control y los tratamientos ya que se puede apreciar una reproduccién maxima en los
primeros dias y la reproduccion va disminuyendo en los dias posteriores. Este
comportamiento en B. havanaensis se ha reportado en la presencia alelopatica de
cladoceros (D. pulex y C. dubia) donde se puede ver el mismo comportamiento, pero ya
que la produccién de descendientes total se ve reducida drasticamente los cambios en
la reproduccién se pueden observar en las TBR y Ro, sin embargo, solo los cambios mas

grandes se pueden ver reflejados en la r (Gama-Flores et al., 2020).

Finalmente, lo encontrado en este estudio es diferente a lo planteado en las hipétesis

formuladas, ya que el MC con mayor efecto fue causado por A. dorsalis o que nos podria
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indicar que las interacciones alelopaticas no necesariamente tienen el mismo impacto

que la interaccion fisica que esta sucediendo entre las especies.

Conclusiones

En el presente estudio se observd que existe un efecto alelopatico debido al medio
condicionado (MC) de hembras y machos de Arctodiaptomus dorsalis y con el MC de
machos de Mesocyclops longisetus que modifica negativamente la supervivencia y

reproduccion de la historia de vida de Brachionus havanaensis.

El medio condicionado de M. longisetus de machos tuvo un efecto negativo en el 100%
de las variables de supervivencia, pero no hubo un efecto sobre la reproduccion. Mientras
que el MC A. dorsalis de hembras y machos tuvieron el mismo efecto negativo sobre B.
havanaensis, ya que se afectaron el 100% de las variables de supervivencia y en la

reproduccion se afectaron 75% de las variables.
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