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RESUMEN
Se llevaron a cabo experimenios de crecimiento poblacional, de tres especies de claddceros
Daphnia pulex (2,413 = 129 um), Moina macrocopa (1,286 + 49 um) y Cerioduphnia
dubia (951 £ 57 pm) con una duracion de 22 a /30 dias utilizando como alimento células
disgregadas por un sonicador de la cianobacteria Microcystis aeruginosa y la microalga
verde Chiorella vulgaris, en tres densidades 0.75 X 10%, 1.5 X 108y 3.0 X 10° células ml™.
Un aumento en la disponibilidad de C. vulgaris y M. aeruginosa resultd en un incremento
en la abundancia de D. pulex. M. macrocopa mostrd un incremento en la abundancia
poblacional cuando se aumentan los niveles de €. vulgaris, pero experimenté un completo
decremento cuando se alimentaron con M. aeruginosa. Por otra parte. la densidad de la
poblacion de C. dwbia mostré una relacion inversa con respecto a los niveles de
concentracion €. vulgaris, pero se incrementd cuando se aumentaron los niveles de M.
aeruginosa. C. dubia alcanzé una densidad maxima de 37 = 1 individuos ml' en3.0x10°
células ml™". de M. aeruginosa, mientras que en condiciones comparables, D. pulex alcanzd
10 £ 0.5 individuos ml™', La tasa de crecimiento poblacional por dia (r = 0.24 dia ") fue
similar para D. pulex y M. macrocopa con C. vulgaris en 3.0 X 10® células ml”'. No se
detectaron diferencias significativas para los valores de (r) y los maximos de densidad de
poblacién entre D. pulex alimentada con C. vulgaris y M. aeruginesa; Sin embargo, las
diferencias fueron significativas para M. macrocopa y C. dubia (P < 0.05). Se encontré una
relacidn cntre el tamafio del cuerpo del cladocero y su capacidad para consumir células de

M. qeruginosa, no obstante, D. pulex crecié con C. vulgaris como con A geruginosa.




En conclusion, una forma practica de sacar provecho a estos experimentos, seria el cultivo
masivo y la posterior incorporacion de las poblaciones de D. pudex y C. dubia, en aquellos
cuerpos de agua cutréficos en los que se desee efectuar un control. Bl momento adecuado
para la adicidn de cladéceros es cuando se detecta en el cuerpo de agua una gran

abundancia de M. aeruginosa en formas unicelular, asi como de incipicntes agregados.




ABSTRACT
Population growth experiments for 22-30 days using three cladoceran species (adult mean
length (um) =+ standard error) were conducted: Daphria pulex (2413%129), Moina
macrocopa (1286249 and Ceriodaphnia dubia (951£57) on sonicated cells of the
cyanobacteria, Microcystis aeruginosa and the green alga Chlorella vulgaris offered in
three densities (0.75 X 10%, 1.5 X 10® and 3.0 X 10® celi mI™"). An increase in the availability
of C. vulgaris and M. aeruginosa resulted in an increase in the abundance of D pulex. The
response of the other two cladoceran species to €. vudgaris and M. aeruginosa differed
greatly. M. macrocopa showed increased population abundance with increasing C. vulgaris
levels but crashed completely when fed M. aeruginosa by the second day. On the other
hand, the population densities of C. dubia showed an inverse relation with C. vulgaris
levels but increased with increasing levels of M aeruginosa. €. dubia reached a peak
density of 37£! ind ml" under 3.0 X 10% cell ml"' of M aeruginosas, while under
comparable conditions, . pulex reached 10+0.5 ind ml" . The rate of population increase
per day (r) was similar (0.24) for D. puflex and M. macrocopa on C. vulgaris under 3, 0 X
10° cell mI"'. No statistically significant differences were detected for r values and the peak
population densities between D. pulex fed C. vulgaris and M. aeruginosa, but the
differences were significant for M. macrocopa and C. dubia. No ciear relationship between
body size of cladocerans and their ability o consume M. aeruginosa cells was found

although D. pulex consistently grew well either on C. vulgaris or M. aeruginosa.




INTRODUCCION

El incremento de la eutroficacidén debido a la urbanizacién ha generado el aumento de
cianobacterias no comestibles y toxicas en cuerpos de agua dulce de todo el mundo
(Dokulil et al., 2000). Entre las ciancbacterias Microcystis aeruginosa Kutzing, 1833 es
quiza la mds comun de las especies que se han estudiado y hay una amplia informacion
disponible, especialmente con relacidn a sus toxinas (Vezie et al., 1998; Sivonen, 1999,
Willame y Hoffmann, 1999). Se conoce que las cianotoxinas inhiben la capacidad de
alimentarse, crecer, respirar, reproducirse y reducen el tiempo de vida en una variedad de
organismos incluyendo los claddceros (Hictala et al., 1997, Dawson, 1998). El efecto de '
Microcysris aeruginosa en los cladoceros depende de una variedad de factores incluyendo
su tamafio, habitos alimenticios, su nicho, y resistencia a pasar hambre (Lampert y Sommer,

1597).

En general. las especics dc zooplancton del géncro Dapfinia son capaces de utilizar estas
colenias de Microcystis en cambio las especies de zooplancton pequeias como Moing no
pueden (Kobayashi et al., 1998; Yasuno et al., 1998). El reducide consumo de Microcysiis
es también debido a la forma colonial, donde en algunas ocasiones puede ser tan grande
como 450 um mientras que el tamafio del alga preferido por los cladéceros es < 100 um
(Jarvis ct al., 1987). Ofreciendo las células en forma unicelular de Microcystis se puede
reducir el efecto mecanico de obstdculo que posee la forma de colonia (Porter v Orcutt,
i980) vy los pequeios cladoceros como Ceriodaphnia pucden crecer alimentados con

Cianobacterias.




En los cuerpos de agua eutréficos, fos florecimientos de cianobacterias comienzan de
pequeidias células sencillas y finalmente forman colonias (Reynolds et al., 1981), que debido
a su tamafio, estan protegidos de la herbivoria del zooplancton y por eso persisten en el
medio (Boeing et al., 1998). Aun asi cualquier intento para reducir la frecuencia de los
florecimientos de cianobacterias puede ser prevenido durante el inicio de la formacién de
grandes colonias de cianobacterias incrementando las densidades del zooplancton
particularmente de los cladéceros herbivoros cuando las formas de las cianobacterias sean
unicelulares o estén formando pequefas colonias. La gran mayoria de publicaciones sobre
el control de Microcystis, empleando cladéceros, estan basadas en estudios usando las
colonias como alimento (Fulton v Paerl, 1987; Jarvis et al., 1987). Solo algunos estudios
han documentado el uso de la forma unicelular de Mffcrocystis como alimento de los

cladoceros (Fulton y Paerl, 1987; Nandini y Rao, 1998).

Para eliminar el impedimento mecanico de ingesta, que para los claddceros implica el
tamafio de las colonias de Microcystis, se han sugerido varios métodos de disgregacion a
formas unicelulares. Estas incluyen la ultrasonicacion, centrifugacion, adicidn de ciertas
sustancias quimicas y el uso de agua caliente o presion (Box, 1981; Zohary y Pais Madeira,
1987; Brookes et al., 1994; Chow et al., 1999), De todos estos métodos, la ultrasonicacion
ha demostrado que las células permanecen sin cambio aparente, por lo que es un método
ampliamente recomendado (Box, 1981; Nandini y Rao. 1998). Sin embargo, debido a la
heterogeneidad en el tamajfio y nimero de unidades que conforman las colonias, ¢l nimero

de células disgregadas puede vanar significativamente (Easthope y Howard., 1999),




otiginando fluctuaciones en su concentracién, por lo cual debe tenerse presenie esta

caracteristica al suministrar el alimento a los cladbceros.

Varios factores intervienen en la definicion de la capacidad de los cladéceros para utilizar
como alimento los florecimientos de cianobacterias. Estos incluyen diferencias en la
habilidad de las diversas especies en la manipulacion de los filamentos o colonias, asi como
del nivel de tolerancia que tienen a las toxinas producidas por el alga (Nizan et al.. 1986;
Nandini y Rao, 1998). En este sentido, es importante la realizacion de mas estudios,
particularmente enfocados a las zonas subtropicales y tropicales donde los florecimientos de

cianobacterias persisten a través de todo el afio (Zafar, 1936).

E| presente trabajo se enfocd a evaluar el crecimiento poblacional de algunas especies de

cladéceros, variando la concentracién de Microcystis aeruginosa (en forma unicelular) ¥

Chlorella vulgaris.




ANTECEDENTES

El éxito de las especies en la interaccién recurso — competencia, depende de su habilidad -
para responder a cambios en la cantidad y calidad del alimento disponible (Haney y Trout,
1985). El crecimiento del zooplancton estd fuertemente influenciado por la cantidad y la
calidad del alimento {DeMott y Gulati, 1999) estableciéndose que ciertas especies de algas,
en particular las verdes, son buen alimento para los claddceros, ya que promueven mejor su
crecimiento y reproduccién mientras que otras, como las cianobacterias, estan catalogadas

como mal alimento (De Pauw y Pruder, 1986; Ahlgren et al., 1990).

Las cianobacterias son componentes normales de los cuerpos de agua (Herath, 1997) y, en
los ambientes eutrdficos, este grupo estd altamente distribuido y es el predominante
{Hanazato y Yasuno, 1987) ya que su abundancia esta estrechamente ligada al grado de
eutroficacién del sistema (Sevrin-Reyssac y Pletikosic, 1990). No obstante, su excesivo
crecimiento en forma de florecimientos, se convierte en un problema ambiental que se ha
estado intensificando en muchas regiones del mundo (Infante y Rich, 1984). Ya que
diversas investigaciones han detectado el incremento, en espacio y tiempo, de
florecimientos de cianobacterias téxicas (Lanaras et al., 1989; Ohtake et al., 1989, Falconer,

1993; Codd, 1995; Willen y Mattsson, 1997; Vezie et al., 1998).

Se sabe que, cuando las condiciones son faverables para cl crecimiento y la formacion de
Norecimientos de las cianobacterias, ocurren eventos en ¢l ecosistema que afectan

principalmente al zooplancton (Christoffersen, 1996). Los organismos afectados son




claddceros, copépodos y rotiferos (Infante v Rich, 1984) que tienen un papel importante en
la ransferencia de energia, dindmica de alimentos, estabilidad, productividad y aumento de
la diversidad en las cadenas troficas de los ecosistemas acuaticos (Thorp y Covich, 1991).
Y se ha demostrado que los claddceros no puede seleccionar su alimento entre las
cianobacterias toxicas y las no téxicas (Lampert, 1981; DeMott, 1986). Esta circunstancia
proveca la eliminacion de la mayoria de los claddceros por tiempos prolongados resultado
en afectaciones en el cambio de la estructura tréfica comunitaria del cuerpo de agua

(Gilbert, 1996).

Cuando hay ramoneo del zooplancton sobre Microcystis, se estimulan mecanismos de
defensa consistentes en la sintesis de toxinas como la microcistina (Carmichael. 1994;
Fulton y Paerl, 1987; Skulberg et al., 1994; Pizzolon, 1996; Rohrlack et al.,, 1999) la cual
una vez 'formada, puede alcanzar valores de 0.1 a 0.2 pg por pg de clorofila-g. en la
biomasa de M. aeruginosa (Lawton et al, 1994). La microcistina es liberada al medio al
morir el alga (Kuentzel, 1970; Watanabe ct al.,, 1992; Aleya et al., 1998; Brunberg, 1999)
afcctando a todos los estados de desarrollo y eliminando a las especies de Daphnia que se

pudicran estar alimentando de Mierocystis (Haney et al.,, 1994; Rohrlack et al,, 1999).

F! efecto de toxicidad de las cianobacterias sobre los cladoceros ha sido ampliamente
demostrado en laboratorio (Porter y Orcutt 1980, Lampert 1981, 1987, De Bernardi y
Giussani, 1990, Gilbert, 1990, DeMott ¢t al,, 1991, Hietala et al., 1995, Reinikainen et al,
1999) sin embargo hay debilidad en el estudio de este tipo de interacciones por la carencia

de informacion de pruebas in sitn (DeMott, 1986, 1999; Reinikainen et al. 1994). en el




laboratorio los efectos resultantes son la fuerte inhibicion de la alimentacidn v,
consecuentemente de su sobre vivencia, asi como de su crecimiento y reproduccién, lo que
resulta en una liberacién temprana de los estadios juveniles (Reinikainen et al., 1993) con
marcada reduccidn de talla y nimero de neonatos (Gilbert, 1990), induciendo con ello la
formacion de huevos de resistencia llamados epifias (Lauren-Msittd et al,, 1997). Esta
respuesta es similar cuando hay una pobre calidad nutricia o una escasez de alimento

(Taylor, 1985; Boersma y Vijverberg, 1994).

Los esiudios mencionan que las altas concentraciones de cianobacterias en formas
filamentosas o de colonias afectan la nutricién de los cladoceros (Porter, 1977; Infante v
Rich, 1984; Gliwicz, 1990). Por lo que la abundancia de D. pulex esta influenciada tanto
por la presencia de toxinas de las cianobaclerias, asi como por el valor nutricional de las

mismas (Reinikainen et al., 1995).

Nandini y Rao (1998) encontraron que varias especies dc cladoceros (Cerioduphnia
cornuta, Scapholeberis kingi y Simocephalus vetulus) son capaces de crecer alimentados
exclusivamente de M. aeruginosa. Asimismo, D. longisping se puede reproducir con altas
concentraciones de cianobacterias, pero Ja talla de los neonatos es reducida (DeMott v
Gulati, 1999), disminuyendo alrededor de un 3 a 10 % de su talla normal (Reinikainen et

al., 1999).

Un aspecto relevante de las interacciones entre cianobacterias y cladéceros, es el que el alga

prescnie no afecte la reproduccion de los crustaceos (Lundstedt y Brett, 1991).




Gilbert (1990) y Hanazato y Yasuno (1987) han encontrado que los cladéceros alimentados
con Microcystis sp. adquieren una resistencia fisiologica. Por ejemplo, D. galeata, un clon
que coexistié con Microcystis sp. toxica en el reservorio de Bautzen (Jungmann y Benndorf,
1994), no mostrd evidencia de inhibicién de alimentacidon después de una hora de

exposicion (DeMott, 1999),

La diversidad de respuestas hace dificil especular su significado adaptativo. No se sabe cudl
es el mecanismo que emplea Daphnia spp. Para regular su alimentacion en condiciones

poco favorables (Jungmann et al., 1991).

Para detectar las toxinas de cianobacterias hay métodos fisicoquimicos que son costosos y
complejos (Pizzolon, 1996); No obstante, existe un método sencillo y barato que puede
emplearse con este fin y es el del bioensayo. En este tipo de ensayos, se miden las
diferencias entre tasa de crecimiento de claddceros como Daphnia y su sensibilidad a las

cianobacterias toxicas (Pefialoza et al., 1990; Vasconcelos, 1990 y Rohrlack et al., 1999).

La realizacion de bioensayos, midiendo el crecimiento de diferentes especies de claddceros
con distintas sensibilidades a las toxinas, se puede usar con la finalidad de probar el
impacto potencial de Microcystis toxica sobre el plancton. Los experimentos en laboratorio
han demostrado que a partir de la densidad de claddceros es posible evaluar el impacto
potencial de algas t6xicas en la naturaleza. D pulex es una especie recomendable para

llevar a cabo dichos bioensayos (DeMott, 1999), por su alta sensibilidad a Microcystis




toxica (Hietala et al., 1996), empezando a morir después de las 24 hrs. de exposiciéna | X

10* cel mI"'. de Microeystis sp. (DeMott et al., 1991).

Con base en la informacién recopilada, se enfocd la presente investigacion a estudiar el
crecimiento poblacional de tres especies de claddceros, Daphnia pulex, Moina macrocopa y
Ceriodaphnia dubia, alimentadas con cianobacterias (Microcystis aeruginosa) y micro
alga verde {Chlorella vulgaris). El disefio experimental contempla despejar las siguientes
hipotesis: 1) Al alimentar los organismos con cianobacterias la tasa de crecimiento
poblacional variaria con la especie, con el tamafio de los organismos y con sus habitos
alimenticios. 2) Dicha tasa de crecimiento seria dependiente de la disponibilidad de
alimento por una parte, y de la sensibilidad del cladécero a [as toxinas de las cianobacterias,
por otra. 3) Si las especies de prueba pueden alimentarse y reproducirse adecuadamente con

cianobacterias, también lo haran cuando se alimenten con algas verdes.

En la Ciudad de México, la realizacion de este tipo de estudios es importante ya que los
florecimientos de M. aeruginosa son frecuentes presentindose en los Lagos de Chapultepec
{Alcocer, 1988), en la Pista Olimpica de Remo y Canotaje “Virgilio Uribe” (Alva, 1996;
Montoya, 1997, Alva y Ruiz, 1998), én el Parque Ecologico de Huayamilpas (Gonzalez et
al., 1998), en el Deportivo Ecoldgico de Cuemanco (Alva, 1999a)}, en la Alameda Oriente,
en ¢l Bosque de Tlahuae, en el Parque Tezozomoc y en el Lago del Bosque de Aragdn
{Alva, 1999b). Y cstos florecimientos causa el decremento de la calidad del agua y la

disminucidn de posibles usos del recurso acuatico para fuente de abastecimiento para su




consumo humano, industriales, uso recreativo y estético, entre otros, generando con esto

pérdidas econdmicas (Herath, 1997).

OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el crecimiento poblacional v la abundancia maxima de Daphnia pulex, Moina
macrocopa y Ceriodaphnia dubia al ser alimentadas con Microcystis aeruginosa y
Chlorella vulgaris a concentraciones de 0.75, 1.5 y 3.0 X 10° células m|”

2. Conocer cudl de las 3 especies de cladocero seleccionadas es la mds resistente a la
presencia y consumo de cianobaclerias.

3. Determinar, de las tres especies de cladéceros, cual es la que presentd mayor tasa de

crecimiento poblacional bajo condiciones experimentales establecidas.

MATERIALES Y METODOS

Las especies de cladéceros seleccionadas para la investigacion fueron: Daphnia pulex
Leydig, 1860 (2.5 + 0.3 mm), Moina macrocopa, Goulden, 1968 (1.25 £ 0.12 mm)} vy
Ceriodaphnia dubia, Richard, 1894 (2.0 + (.2 mm). Las cepas se obtuvieron en el embalse
Manuel Avila Camacho ubicado en el Estado de Puebla (18° 53" y [os 18° 57" Latitud Norte

y 98°06" con 98° 157 Longitud Oeste a una Altitud de 2100 msnm),

Las cepas se mantuvieron en el laboratoric en un medio sintético (EPA: 96 mg NaHCO,, 60

mg CaSO,, 60 mg MgSO, y 4 mg KCl en un litro de agua destilada; (Andnimo, 1985) y




consumo humano, industriales, uso recreativo y estético, entre otros, generando con esto

pérdidas econémicas (Herath, 1997).

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el crecimiento poblacional y la abundancia maxima de Daphnia pufex, Moina
macrocopa y Ceriodaphnia dubia al ser alimentadas con Microcystis aeruginosa y
Chlorella vulgaris a concentraciones de 0.75, 1.5y 3.0 X 10® células ml™

2. Conocer cudl de las 3 especies de claddcero seleccionadas es la mis resistente a la
presencia y consumo de cianobacterias.

3. Determinar, de las tres especies de cladéceros, cual es la que presentd mayor tasa de

crecimiento poblacional bajo condiciones experimentales establecidas.

MATERIALES Y METODOS

Las especies de claddceros seleccionadas para la investigacion fueron: Daphnia pulex
Leydig, 1860 (2.5 £ 0.3 mm), Moina macrocopa, Goulden, 1968 (1.25 + 0.12 mm) y
Ceriodaphnia dubia, Richard, 1894 (2.0 + 0.2 mm). Las cepas se obtuvieron en el embalse
Manue! Avila Camacho ubicado en el Estado de Puebla (18° 537 y los 18° 57" Latitud Norte

y 98° 06" con 98° 15" Longitud Ceste a una Altitud de 2100 msnm).

Las cepas se mantuvieron en el laboratorio en un medio sintético (EPA: 96 mg NaHCOs, 60

mg CaS0y, 60 mg MgSO, y 4 mg KCl en un litro de agua destilada; (Anénimo, 1985) y




consumo humano, industriales, uso recreativo y estético, entre otros, generando con esto

pérdidas econémicas {Herath, 1997).

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el crecimiento poblacional y la abundancia méaxima de Daphnia pulex, Moina
macrocopa v Ceriodaphnia dubia al ser alimentadas con Microcystis aeruginosa y
Chlorella vulgaris a concentraciones de 0.75, 1.5 y 3.0 X 10° células m!”!

2. Conocer cudl de las 3 especies de cladécero seleccionadas es la mas resistente a la
presencia y consumo de cianobacterias.

3. Determinar, de las tres especies de claddceros, cual es la que presentd mayor tasa de

crecimiento poblacional bajo condiciones experimentales establecidas.

MATERIALES Y METODOS

Las especies de cladéceros seleccionadas para la investigacion fueron: Daphria pulex
Leydig, 1860 (2.5 £ 0.3 mm), Moina macrocopa, Goulden, 1968 (1.25 £ 0.12 mm) ¥
Ceriodaphnia dubia, Richard, 1894 (2.0 £ 0.2 mm). Las cepas se obtuvieron en ¢l embalse
Manuel Avila Camacho ubicado en el Estado de Puebla (187 53" y los 18° 57" Latitud Norle

y 98° 06" con 98° 15" Longitud Oeste a una Altitud de 2100 msnm).

Las cepas se mantuvieron en el laboratorio en un medio sintético (EPA: 96 mg NaHCO;, 60

mg CaS0,, 60 mg MgS0; y 4 mg KClI en un litro de agua destilada; (Anénimo, 1985) y




micto alga verde Chlorella vulgaris en forma unicelular durante tres meses antes de

empezar la fase experimental.

Los cultives se iniciaron con una hembra partenogénica, via reproduccion asexual para
evitar cambios genéticos significativos que indujeran errores de manejo experimental.. La

densidad de los cultivos fue de 100 a 1000 individuos 1.

El alga C. wulgaris (3.5 £ 0.5 pum) se cultivd (anexo A} usando el medio de Bold
(Borowitzka y Borowitzka, 1988); (Anexo B). Estas algas se emplearon como alimento de

referencia en el estudio.

Para obtener la cianobacteria M. aeruginosa Kiitz. se hicieron muestreos en varios cuerpos
de agua del Distrito Federal, México donde existian antecedentes de florecimientos de M.
aeruginosa: Lago de Chapuliepec (Alcocer, 1988), Pista Olimpica de Remo y Canotaje
Virgilio Uribe (Alva, 1996, Montoya, 1997; Alva y Ruiz, 1998) Deportivo Ecologico de

Cuecmanco, v la Alameda Oriente (Alva, 1999b).

El cuerpo de agua que presentd florecimientos de M. aeruginosa en la €poca de febrero a
mayo, fue el del Parque Alameda Oriente, ¥ se encontré en condiciones descritas por
{Zohary y Breen, 1989; Zohary y Pais Maderia, 1990) que son las atiles para esta

investigacion.




La Alameda Oriente, antes laguna de Xochiaca, estd ubicada en la delegaciéon Venustiano
Carranza en la Ciudad de México (19° 26" 00" Latitud Norte y 99° 05°00"" Longitud Oeste
a una Altitud de 2234 msnm). Es un parque recreativo, creado en 1989; tiene cinco
estanques con un drea total de 11 hectdreas, El agua suministrada al lago proviene del Lago
de Aragdn y debido a que el agua es tratada a nivel secundario contiene cxccso de
nutrimentos que favorece el crecimiento de florecimientos de cianobacterias de M
aeruginosa que permanecen y se acumulan en las orillas protegidas del viento, siendo muy

evidentes en la época de calor (com. pers. Pilar Herrera).
Recoleccion de Microcystis aeruginosa

La M. aeruginosa se recolectd cada cinco dias utilizando dos frascos de plastico de 1.5 lts.,
Que se sumergian lentamente, bajo ¢l florecimiento, dejando la boca de la boteHa a 1 cm de
la superficie. Enscguida, se inclino cuidadosamente para que la muestra del florecimicento se
deslizara dentro de ]a botella hasta su llenado total, posteriormente se tapo y sc traslado al
laboratorio, en donde permanecio en refrigeracion por 24 h. Aprovechando la facultad de
M. aeruginosa de flotar, fue posible separarla del exceso de agua y de otros organismos y sc

filtrd a través de maltas de diferentes tamarios, de 50 um hasta 500 um.

Las colonias de M. aeruginosa se disgregaron a forma unicelular por medio de un
sonicador. El método utilizado fue el propuesto por Box {(1981) modificando solamente ta
cantidad de M aervginosa a disgregar, de 20 ml de alicuota a 50 ml. Este método consiste

en lo siguiente; Con un sonicador marca (Branson Sonic Power Co.) se dispregd una




muestra de 40 ml de M, aeruginosa contenida en un recipiente de 50 ml. El sonicador se

ajusto a 20 kHz a 50 W ml™! por 60 s.

A la muestra se le extrajeron alicuotas con una pipeta Pasteur y se depositaron en un
hemocitémetro {Improved WNeubauer Boeco; 1/10 mm de profundidad) y utilizando un
microscopio optico (Nikon) se evaluaron las células cualitativamente para verificar si habia
o no lisis y se contaron. Las dimensiones de M. aeruginosa en forma unicelular fueron 4.5 £
0.5 um y por dilucién de las muestras se obtuvieron las concentraciones experimentales de
075, 1.5y30X 10° células ml”'. Las concentraciones de C. vulgaris que se emplearon,
fueron iguales a las de M. aeruginosa. El pH se mantuvo entre 7.0 y 7.5 unidades; la
temperatura fue de 23°C + 2°C y el foto periodo se fijo en 12/12 h. luz y obscuridad
mediante lamparas tubulares dc luz fluorescente de 75 watts. Las especies de algas

utilizadas no eran asépticas.

Crecimiento poblacional

LLos experimentos sobre el crecimiento poblacional de los cladoceros se llevaron a cabo en
vasos de precipitado de 100 ml con 50 ml del medio EPA. Los tres cultivos se mantuvieron
con dos tipos de alimento, C. vulgaris y M. aeruginosa en forma unicelular. Los
experimentos se hicicron por triplicado asi, se emplcaron, cn total 54 vasos (tres especies X

dos tipos de alimento X tres concentraciones X tres repeticiones de cada uno}.




A cada uno de los vasos se les introdujo 10 individuos de cada especie de cladbcero

seleccionada D. pulex, M. macrocopa y C. dubia.

La poblacién introducida inicialmente estaba constituida por una mezcla de neonatos,
juveniles y adulios (sin epifias). Todos los individuos de cada vaso se contaron cada 24 h,
bajo microscopio esteroscopico (Nikon) con un aumento de 20 X y, enseguida, se
transfirieron a un medio que contenia las mismas concentraciones de alimento. Los
cladéceros muertos (N mi™'} no se consideraron y se eliminaban; sélo los individuos vivos

se trasladaron a los vasos con el medio fresco.

Los experimentos finalizaron cuando las poblaciones concluian un ciclo vital entre 20 a 30
dias o tenian la tendencia a disminuir en nimero: en general ¢l lapso fue de tres a cuatro

semanas, dependiendo de la especie.

Para ¢l calculo del crecimiento poblacional (r) se utilizd la siguiemte formula exponencial
{Krebs, 1985):

r = (in Nt — In No)t
donde: In en el logaritmo natural, No ¢s la densidad poblacional inicial, Nt es la densidad

poblacional después del tiempo t y 1 s el tiempo.

Para cfectuar dicho cdleulo, se seleccionaron tres puntos durante la fase exponencial dei
crecimiento poblacional de la curva de cada repeticion, para que el resultado fuera

representativo de la poblacién (Dumont ct al., 1995).




Las variables a medir fueron:

Tasa de crecimiento poblacional: Es la tasa a la que una poblacion aumenta o disminuye en
un determinado tiempo, debido al incrementc natural, expresada como porcentaje de la

poblacién base diferenciando principalmente entre su natalidad y mortalidad. Es un valor
que se puede obtener utilizando los datos de la abundancia diaria de zooplancton

(Lampert y Sommer, 1997).

Abundancia maxima, Nos ayudara a detectar el mayor mimero (o biomasa) que puede
alcanzar una poblacidn de una especie bajo ciertas condiciones especificadas (Lampert y

Sommer, 1997).

Tiempo para alcanzar la abundancia maxima, significa el tiempo necesario para la
poblacion en alcanzar un valor muy allo en niimero o biomasa bajo condiciones

especificadas {(Lampert y Sommer, 1997).

El efecto del tipo v de la densidad del alimento sobre tasa de crecimiento poblacional, la

abundancia maxima y ¢l dia de abundancia maxima sc comprobaron mediante un analisis

de varianza tomado de Sokal y Rohlf (1981},




RESULTADOS

Para D. pulex bajo los diferentes niveles de C. vulgaris el crecimiento poblacional comenzé
entre el dia 6 al 9, alcanzando su valor méximo entre el dia 14 y el 16. Para M. macrocopa
el crecimiento comenzd entre el dia 2 al 3, alcanzando su valor maximo entre el dia 17 y 20.
Para C. dubia el crecimiento de los organismos en la concentracion de 0.75 X 10% cél mI™!
comenzé entre el dia 10 al 13 y en 1.5 X 10° cél m)™' tuvo un ligero incremento entre el dia
26 a 28. El valor méximo se obtuvo en la concentracion de 0.75 X 10° cél mi'entre los dias
22230yen 1.5 X 10°cél ml”' fue en los dias 29 a 30 yen 3.0 X 10%cél ml” en los dias 11

al3.

Con M. aeruginosa el crecimiento poblacional de las tres especies es diferente, en D, pudex,
comenzd entre el dia 4 al 6 en todas las concentraciones. alcanzando su maximo entre ¢l dia
27 y 30. Para M. macrocopa no hubo crecimiento, y antes del tercer dia, todos los
organismos en todas las concentraciones ya habian muerto. Con € Dubia, gl crecimiento
comenzd entre el dia 6 a 8 cn todas las concentraciones alcanzando su maximo entre el dia
20 a 22 en las concentraciones de 0.75 X 10%célm!™ y 1.5 X 10° cél ml™' y entre el dia 24 a

26 en la concentracién de 3 X 10° cél ml”' (figuras 1a 3).

L.a abundancia maxima para la especie D, pulex con C. vulgaris ¢l rango de densidad pico
de individuos en 0.75 X 10° cél ml™ fue de 2.08 2 2.66 ind ml™, en 1.5 X 10° cél ml" de
3.52a4.62 ind ml” yen 3 X 10° cél ml™ fue de 4.44 a 8.04 ind mb", para A muacrocopa

el rango de abundancia maxima de individuos en 0.75 X 10° cél mi™" fue de 2.74 a 2.80 ind




ml", en 1.5 X 105 cél mt” de 3.94 a 6.06 ind ml™ y en 3 X 10° cél ml™" de 6.44 a 7.62 ind
ml'. Con C dubia ¢l rango de abundancia maxima de individuos en 0.75 X 10° cél mi!
fue de 5.4 2 6.78 ind mlI”, en 1.5 X 10° de 0.66 2 2.54 ind ml' yen 3 X 16° cél ml" de

0.28 a 0.44 ind ml™".

Con M. aeruginosa para D. pulex el rango de abundancia maxima de individuos en 0.75 X
{0° c&l ml” fue entre 1.8a2.58 ind ml™, en 1.5 X 10°cél ml" de3.88a5.78 indml” yen
3 X 10% cél ml" de 9.12 a 10.66 ind ml”'. Con M. macrocopa et rango de abundancia
méxima de individuos en 0.75 X 10 fue de 0.08 a 0.18 ind mI™, en 1.5 X 10° de 0.08 a
0.24 ind mt" y en 3 X 10° de 0.1 a 0.2 ind ml”" y con € dubia el rango de abundancia
méxima de individuos en la concentracion 0.75 X 10° fue de 12.54 a 15.14 ind ml' en 1.3

X 10° fue entre 23.84 a 28.02 ind ml™, y en 3 X 10° de 35.02 a 38.28 ind ml'" (fig. 4).

El analisis de varianza efectuado sobre las densidades méximas de poblaciaon en las 3
especies de claddceros alimentadas con C. vulgaris mostraron ser altamente significativas
D. pulex (P < 0.05). M. macrocopa (P <0.01) y C. dubia (P < 0.03). Y las alimentadas con
M aeruginosa D, pulex y C. dubia fucron muy significativa con (P < 0.001). M

macrocopa resulto no significativa.

En 'a comparacion de la mixima densidad poblacional de . prlex alimentada con A
aeruginosa y C. vulgaris resulto no significativa en cambio M. macrocepa y C. dubiu

tueron significativas con un valor de (P <0.001).
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Fig. 1. Crecimiento poblacienal de C. dubia almentada con C. wulgans y M. aeruginosa a
diferentes densidades 075, 1.5y 3.0 X 10% ¢él ml " Se muestran la media £ valores del
error estindar con los 3 replicados
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Fig 2, Crecimiento poblacional de D. pulex alimentada con C. vilgaris y M. aeruginosa a
diferentes densidades 0.75, 1.5y 2.0 X 10°cél. mi ! Semuestran la media + valores del

error estandar con los 3 replicados



Chlorella vulgaris Microcystis aeruginosa

Densidad poblacional (ind. ml)

: [ 0.75X10° cél mi™ 0.75X10° cél mi™*

ﬁ -

5 -

4+

3 -

z2F

1 -

n 1 1 1 1 ] j ——] 'l 1 - | 1 1 L L
g - 16X10° cét mi” _ 1.5X10° cél mi™*

7 L

6+ L

5+ L

4 B

ir B

2+ S

1+ L

1] | 1 1 [ S| i 1 b, | i 1 1 1 1 1

g _ 30X10° cél mi _ 3.0X10° cél mi”?

Ir B

6k |-

5 -

4 |

3 -

Z -

1 L.

06 L L L L YW L 1 L 1 L N
0 15 8 21 0 K| 6 9 2 15 18 21

Tiempo (dias}

Fig. 3. Crecimiento poblacional de M macrocopa alimentada con C. vulgars v M.
asruginosa a diferentes densidades 0.75, 1,59 3.0 X 10°cél ml ! Se muestran la media +
valores del error estandar con los 3 replicades.

B3
[Sv]




Chiorella vulgaris

ar Concentracion de alimento (xll]B cél mI")
35} 3075
1.50
b 3.00
25 r
20
15 |
10
0

Microcyslis aeruginosa

Maxima densidad poblacional {ind. mI™)

3+ N
30 §
25 7/§
20 ;///4§
5| ?/g§
10 | :’:/7’§

D. pulex M. macrocopa C. dubija

Fig. 4. Densidad poblacional maxima (ind ml") de C. dubia, D. pulex y M. macroccpa
alimentadas con C. wulgaris y M. aeruginosa a tres diferentes densidades. Se muestra la
media =+ valores ervor estandar en 3 replicados.




Con respecto a la tasa de crecimiento poblacional (r) derivado de la ecuacion exponencial
se obtuvo lo siguiente para D. pulex con C. vulgaris: La{r) en las concentraciones de 0.75
X 10%es de 0.144 — 0.198, para 1.5 X 10%de 0.155 - 0.217 y en 3 X 10° de 0.233 - 0.262,
Con M, macrocopa, la (r} en las concentraciones de 0.75, 1.5y 3 X 10° cél ml” es de 0.117
-0.137,0.141 = 0.193 y 0.216 — 0.262. Y con C. dubia. La (r) en las concentraciones de

0.75, 1.5y 3 X 10° de cél ml™ es de 0.165 — 0.227, 0.103 — 0.132 y 0.039 — 0.064.

Con M. aeruginosa en D. pulex la (r) en las concentraciones de 0.75, 1.5y 3 X 10° cél ml'?
es de 0.091 - 0.103, 0.124 - 0.203 y 0.202 - 0.238. Con M. macrocopa la (1) en las
concentraciones de .75, 1.5y 3 X 108 cél ml”"' es de —0.105 - -0.916, -0.182 - -0.916 v0.0
- -0.693 y de €. dubia la (r) en las concentraciones de 0.75, 1.5 y 3 X 10° cél ml” es de

0191 -0.199,0.205 - 0.228 y 0.224 - 0.239 (fig. 5).

Estadisticamente los rangos del incremento poblacional de los 3 cladéceros utilizados
alimentados con C. vudgaris mostraron ser significativos. Con D pulex (P < (.05). M
macrocopa (P < 0.0y y C. dubia (P < 0.001) con M. aeruginosa solo M. macrocopa resulto

no significativa en cambio C dubia y D. pulex con (P < 0.01) si {ueron significativas.

I.a comparacion de los valores del crecimiento poblacional de D. pufex con C. vedgaris v M.
aeruginosa resultaron igual que con C. vulgaris no significativos y los valores de C. dubia y

M. macrocopa fueron significativos con (P < 0.001).
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Con respecto al tiempo para alcanzar el valor de abundancia maxima, D, pulex con C.
vulgaris en las concentraciones de 0.75, 1.5y 3 X 108 cél ml™ respectivamente fueron de
13a15,15a16ydel5al8dias. Para M. macrocopa en las concentraciones de 0.75, 1.5
y 3 X 10° cél ml”! fueron de 18 a 19, 18 a 19 y 18 a 20 dias. Para C. dubia el dia de
abundancia méaxima en las concentraciones de 0.75, 1.5y 3 X 10% ¢l ml”' fueron 14 a 18§,

7al0yo6al2dias.

El dia de abundancia méxima para D. pulex con M. aeruginosa en las concentraciones de
075, 15y3X 10° cél ml"! fue entre 20 a 30, 22 a 30 y 29 dias. Para M. macrocopa en las
concentraciones de 0.75, 1.5 y 3 X 10° cél ml' fue de 1 dia y para C. dubia en las

concentraciones de 0.75, 1.5y 3 X 10° ¢él mI” fueron 21,21 a27 y 25 a 28 dias

Estadisticamente se demostro que de los 3 cladéceros alimentados con C. vulgaris, D. pulex
y M. macrocopa no son significativos para el dia de abundancia méxima, solo fue
significativa C. dubia con (P < 0.05} y con ia cianobacteria M. aernginosa. dos claddceros
D. pulex 'y C. dubia resultaron no significativos. La comparacién entre el alimento €
vulgaris y M. aeruginosa del dia de abundancia maxima [, pulex y C dubia fucron muy

significativas (P < 0.001) (tabla !}.




DISCUSION

En la literatura referente al manejo de los cuerpos de agua, como lagos y estanques. Existe
una extensa informacién sobre el uso de cladéceros para el control de florecimientos de
Microcystis aeruginosa (Gulati et al., 1990; Burns, 1998: Steffensen et al., 1999). En el
presente estudio, se compard el crecimiento poblacional de tres especies de cladoceros de
talla entre 950 - 2400 pm alimentados con esta alga 'y comparando su desarrotlo con el alga

verde Chiorella vulgaris.

De Bernardi y Giussani (1990) menciona que son tres los factores que disminuyen el
consumo de las cianobacterias por parte de los claddceros: el primero de ellos menciona el
aspecto L6xico en que algunas especies de cianobacterias contienen toxinas en su interior

quc matan a los ¢ladoceros que la consuman.

En examenes preliminares y en esta investigacion, los individuos de Moina macrocopa
indicaron una alta y rapida mortalidad, presentandose entre cl segundo y el tercer dia
cuando se alimentaban de Microcystis aeruginosa en forma de células sencillas,
confirmando lo encontrado en el aspecto del tiempo de vida por DeMott y Gulati (1999)
donde consideran téxicas a las cianobacterias cuando el zooplancton muere répidamente
existiendo estas como unica fuente de alimento. Con fo anterior se demuestra que la
Azﬁcrc}c:y.wfs acruginosu ulilizada en esta tesis pudo contcner clementos 10xicos que
inhibicron la reproduccion de Moina macrocopa en los tres niveles de dieta, afirmando lo
comprobado por Yasuno ¢l al (1998) Moina macrocopa €8 sensitiva a Microcystiy

geruginosa.
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Por otra parte Daphnia pulex y Ceriodaphnia dubia pudieron ulilizar las células de
Microcrocystis aeruginosa coincidiendo con lo reportado por Benndorf y Henning (1989)
donde reportan que Daphnia puede crecer y reproducirse en presencia de altas densidades

de colonias y filamentos de cianobacterias toxicas.

Debiéndose a que algunos claddeeros tienen una capacidad de adaptacion a Microcystis spp.
en cuerpos de aguas naturales (Gilbert, 1990) y en este experimento las curvas de
crecimiento claramente demostraron que D. pulex y C. dubia requieren de mds tiempo para
alcanzar los picos de abundancia con Microcystis aeruginosa que con Chiorella vulgaris
sugirtendo un periodo inicial de adaptacion al alga, asi como a la sensibilidad de las toxinas
que son equivalente a una baja concentracion de alimento, Cabe mencionar que la
reduccion en la tasa de crecimiento y de reproduccion puede ser causada o inhibida,
dependiendo de la sensibilidad fisiolégica de las especies de claddceros, segan el potencial
toxico de los compuestos contenidos por las cianobacterias y por el nimero de las células
ingeridas {Ahlgren et al., 1990; Gilbert y Durand, 1990; DeMott et al, 1991; DeMott,

1999).

Hictala et al, (1995) y Nandini y Rao (1998) mostraron cxperimentalmente que, una
alimentacion exclusiva con M. aeruginosa el zooplancton requiere de un periodo inicial de
adaptacion, resultando en un tamaiio reducido del cuerpo y disminucion en alcanzar el
tiempo de maduracion del cladocero. Y en donde a baja concentracién de alimento y

clementos  toxicos los anmimales juveniles crecen mas lentamente, retrasando su
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reproduccion hasta que se encuentren condicienes mas favorables (Taylor,1985; DeMott,

1999).

La presencia y toxicidad de las cianobacierias puede variar en fos habitats de los estanques
a través del ticmpo y consecuentemente en ¢stos habitats, la variabilidad clonal en favor de
la resistencia a las clanobacterias serd importante para Daphnia sp. (Hietala et al,, 1997). -

ot lo que para futuros estudios in situ se debe de tomar este factor en cuena.

El segundo factor es el mecdnico: los claddceros no pueden consumir particulas mayores a
las 50 um y debido a que las cianobacterias forman colonias multicelulares o bien
filamentos como en el caso de M. aeruginosa, con medidas de colonias mavores a 400 um,

su consumao se limita.

De acverdo con De Bernardi et al. {1981)y Nandini y Rao (1998) el tamaiio de las colonias
de M. wernginosa es el faclor que las hace inaceptables como alimento, mas que su
digestibtlidad. Experimentalmente se demostro que estas pequefias colonias de Microcystis
pucden ser alimente adecuado para Daphnia obtusa v Daphnia hyaling v estos autores
sugieren que M aeruginosa puede ser eficientemente utilizada si esta en forma unicelular o
en colonias en formacion. Siendo el tamafio de la particula preferida enire los rangos de 1 a

25 wm (Dodson y Frey, 1991).

Por lo que en cstos experimentos al ofrecer las colonias de Microeystis aeruginosa

disgregadas en forma unicelutar se pucdo evitar el problema mecinico de su consumo v
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Daphnia pulex como Ceriodaphnia dubia la pudieron consumir no asi Moina macrocopa
que aun quitando el impedimento mecénico no la consumié debido a su sensibilidad a esta

alga.

En general, los cladoceros grandes como Daphnia pueden ingerir grandes cantidades de
células de cianobacterias como M. geruginosa tanto en forma de colonia como en forma
unicelular y son adversamente afectados por las toxinas. (Rohrlack et al., 1999; Nandini et
al,, 2000). No asi los cladéceros pequefios y los rotiferos que no estan capacitades para
ingerir colonias o filamentos grandes, debido a alguna interferencia mecanica y efectos

toxicos (Starkweather y Kellar, 1983).

La informacion de las densidades méximas de poblacién alcanzadas por las varias especics
de claddceros sugierc que el tamafio del cuerpo es importante generalmente pequefic en
especies numéricas mas abundantes que las especies grandes. Por ejemplo Daphnia y
Simocephalus que son taxa de tamaiio grande son encontrados normalmente menos de 10
ind mi”', mientras que cspecies pequefias de claddceros como Diaphanasoma puede
alcanzar cerca de 130 ind ml”', (Segawa y Yang, 1988; Havens y East 1997). En este
estudio las especies grandes como D. pulex alcanzo una baja densidad menor que la de C.
dubia cuando se alimento de Microcystis. Asi como D, pulex alcanzo una menor densidad

comparada con M. macrocopa alimentada con Chlorella vulgaris.




Daphnia y Ceriodaphnia tienen un patron similar de respuesta en su alimentacién. A bajas
concentraciones de alimento, las dos especies comienzan a regular su alimentacion,

decreciendo sus rangos de filtracién (Haney y Trout, 1985)

Otra de las explicaciones del periodo retardado de crecimiento poblacional por parte de los
cladéceros que pudieron consumir M. geruginosa en esta investigacion fue que, Microcystis
aeruginosa puede potencialmente afectar 1a capacidad natatoria y de ingesta de Daphnia al
afectar el mecanismo de ingesta y reducir la frecuencia de filtracion de los apéndices
toraxicos al disminuir el movimiento de la mandibula. En consecuencia la eficiencia de
filtracién y 1a cantidad de alimento transportado a través del esdfago es menor {Lampert vy

Sommer, 1997; Rohrlack et al., 1999),

El tercer factor es el nutricional: las cianobacterias no tienen valor nutricional por lo que

no son buenas aportadoras de energia.

La concentracion de Chlorella vidgaris y de Microcystis aernginosa fueron utilizadas con
anterioridad en otras especies de claddceros, basadas en los niveles que ocuren
naturalmente en los cuerpos de aguz; naturales (Ha et al,, 1999; Manage et al. 1999;
Matthiensen et al., 1999). La abundancia maxima encontrada en este estudio ¢std dentro de
los intervalos mencionados para otras especies de claddeeros (ver tabla 2). Por elemplo C
cornuta pudo alcanzar una abundancia méxima cercana a los 10 ind ml™. Por otro lado

especies grandes como Daphnia magna pueden alcanzar solamente cerca de | ind ml™. En




el presente trabajo, D. pulex pudo alcanzar cerca de 10 ind ml™. mientras C. dubia pudo

aleanzar més de 35 ind ml™.

Existen varios aspectos que se deben considerar cuando se determina la calidad nutricia de
las algas para el zooplancton, entre ellos destacan el tener un tamafio adecuado, pared
celular digerible, no tdxica y con una composicidn quimica apropiada (Ahlgren et al.,
1990). Aparentemente Microcystis sp. carece de importantes conslituyentes necesarios para
el crecimiento de los cladéceros como D pulex (Lirling y Van Donk, 1997) sin embargo
Vasconcelos (1991} indica que M. aeruginosa tiene valor nutricional y Kriiger et al. (1993)
encontraron que Microcystis sp. conliene sustancialmente cantidades de acidos grasos o

(omega) 3 y acido linolénico sustancias necesarias para el crecimiento de los claddceros.

El hecho de que Ceriodaphnia dubia crecen mejor con M. aeruginosa que con C. vulgaris
pueden ser debido a diferentes factores. Por ejemple diferencias en el tamaiio del cuerpo
(generalmente individuos de tamaiio pequefic en los tratamicntos de Microcystis), valor
nutricional y contenido de proteinas (Microcystis pueden tener altos contenidos de proteinas
que Chlorella), o el tamaio relativo de la céluta Chlorella (5.5 pm) v Microcystis
aeruginosa (4.5 pum) causando eficiencias diferentes de asimilacion en estos lipos de
comida (Cao et al., 1997; Reinikainen et al., 1999; Thostrup y Christoffersen, 1999). Los
datos ¢n los eleclos de las diferentes densidades de Chlorelic en la historia de vida
caracteristica de los cladéceros sugieren que él genero Ceriodaphnia dubia se adapta bien a

los bajos niveles de alimentacién sin embargo a altas densidades de alga verde tienen un




efecto negativo en su crecimiento poblacional (Cuddington y McCauley, 1994; Rose et al.,

2000) El estudio soporta esta observacion.

Aparentemente los organismos lienen una reduccion pronunciada en la tasa de alimentacién
cuando son colocados en mezclas que contienen materiales toxicos. Sin embargo, con el
aumento del hambre de los organismos, estos Incrementan su alimentacién con
exposiciones continuas al alimento téxico (DeMott, 1999). En D. pulex el reducido
crecimiento y reproduccién es causade por un inadecuado elemento nutricional de
Microcystis sp. (DeMott, 1999, Lampert v Muck, 1985). Estudios mas profundos indican
que los efectos toxicos son menores a concentraciones altas de alimento mas que a las de

baja concentracion (Reinikainen et al., 1994).

Entre los cladoceros, €l genero Moing liene los mas altos niveles de crecimiento poblacién.
En el presente cstudic, Moina macrocopa y D. pulex tienen rangos similares de crecimiento
pob]aciqnal, mientras que C. dubia tuvo valores mas bajos (Fig. 5). Los datos obscrvados
en los rangos de crecimiento estan entre los datos reportados para la mayoria de tos

claddceros planctonicos (Kilham et al.,, 1997, Nandini y Rao, 1998).

L.a habilidad de algunos claddceros para ser mas eficientes en obtener suficiente energia v
nutrimentos que sus competidores para crecer y reproducirse en bajo condiciones limitantes
como cn ambiente de cianobacterias es importante para determinar qué tan exitosa es su

reproduccion {(Gerritsen y Kou, 1985; Reinikainen e1 al., 1995).

jor]
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En el lago Kasumigaura Japén, con alto nivel de eutroficacion, los cladoceros se
alimentaron de M. aeruginosa, logrando un incremento en su biomasa al aumentar su
reproduccién. Esto siempre y cuando los {lorecimientos superficiales de M. aeruginosa
entren en estado de descomposicién proporcionandoles asi el alimento requerido (Hanazato
y Yasuno, 1987). Hanazato y Yasuno (1987) concluyeron que utilizando como alimento

M aeruginosa. Moina micrura no se reprodujo y Moina macrocopa st.
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Tabla 1 Datos con analisis de varianza del crecimiento poblacional de Daphnia pulex, Moina macrocopa 'y
Ceriodaphnia dubig alimentadas con Chlorella vulgaris y de Microcystis aeruginosa a tres concentraciones
(0.75 X 105 1.5 X 10° ¥ 3.0 X 10° células m!™). GL = Grados de libertad, S§ = Suma de cuadrados, MS =

Media de cuadrados, F = proporcién p<0.05 (*), p>0.05 (ns).

Fuente GL sC MC F

Densidad poblacional méaxima vs niveles de C. vulgaris

D. pulex

Entre grupos 2 23.806 11.90 9.65*
Error 6 7.398 1.23

M. macrocopa

Entre grupos 2 27412 13.71 25.99**
Error 6 3.164 0.53

C. dubia

Entre grupos 2 77.166 38.58 5.94+
Error 6 38.946 6.49

Densidad poblacional maxima vs niveles de M. aeruginosa

D, pulex

Entre grupos 2 97.722 48.86 T7.20%**
Error 6 3.798 0.63

M. macrocopa

Entre grupos 2 0.001 0.0005 0.12ns
Error 6 0.025 0.0042

C. dubia

Entre grupos 2 817.602 408.80 120.61***
Error 6 20337 139
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Fuente

GL

S5C

MC

Densidad poblacional maxima: C. vulgaris vs M. aeruginosa

D. pulex

Entre grupos
Error

M. macrocopa
Entre grupos
Error

C. dubia
Entre grupos

Error

Dia de médxima densidad poblacienal vs niveles de C. valgaris

D. pulex

Entre grupos
Error

M. macrocopa
Entre grupos
Error

C. dubia
Entre grupos

Error

Dia de la maxima densidad poblacional vs niveles de M. eeruginosa

D, pulex
Entre grupos
Error

C. dubia
Entre grupos

Error

1
16

0.007
0.043

1.843
1.301

0.040
0.034

4222
10.000

1.556
4.000

93.556

32.667

33.556

95.333

38.000
30.000

0.007
0.0027

1.84
0.08

0.04
0.0021

2.11
1.67

0.78
0.67

46.78

5.44

16.78

15.89

19.00
5.00

2.60ns

22.67%**

18.82***

1.27ns

1.17ns

8.59*

1.06ns

3.80ns
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Fuente

GL SC

MC

Dia de la mAxima densidad poblacional: C. vulgaris vs M. aeruginosa

D. pulex
Entre grupos
Error

C. dubia
Entre grupos

Error

Crecimiento poblacional vs niveles C. vulgaris

D. pulex
Entre grupos
Error

M. macrocopa
Entre grupos
Error

C. dubia
Entre grupos

Error

Crecimiento poblacional vs niveles M. acruginosa

D. pulex
Entre grupos

Error

M. macrocopa
Entre grupos
Etror

C. dubia
Entre grupos

Error

1 589.389
16 143.111
i 636.056
16 194.222

2 0.009
6 0.004
2 0.019
6 0.003
2 0.030
6 0.003

2 0.025
6 0.005
2 0.054
6 1.226
2 0.002
6 0.000401

589.39
8.94

636.06
12.14

0.0045
0.00067

0.0093
0.0005

0.015
0.0005

0.0125
0.00083

0.03
0.20

0.001
(.000068

65.80%**

52.40%**

6.75*

19.00**

30.00%**

15.00%*

0.13ns

14.96%*
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Fuente GL SC MC F
Crecimiento poblacienal: C. vulgaris vs M. aeruginosa

D. pulex

Entre grupos 1 0.007 0.007 2.60ns
Errer 16 0.043 0.0027

M. macrocopa

Entre grupos 1 1.843 1.84 22,67+
Error 16 1.301 0.08

C. dubia

Entre grupos 1 0.040 0.04 18.82%#+
Error 16 0.034 0.0021
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Tabla 2. Abundancia maxima de cladéceros (ind ml™).

Especie Tipo de Abundancia Dia Referencia
alimento mixima
Ceriodaphnia C. vulgaris 14 16 Nandini y Rao, 1998
Cornuta
M aeruginosa 4 18 Nandini y Rao, 1998
C. dubia C. vulgaris 7 18 Presente trabajo
M aeruginosa 37 26 Presente trabajo
D, carinata C. vulgaris 42 25 Nandini y Rao, 1998
M. aeruginosa 20 8 Nandint y Rao, 1998
D. galeata C. reinhardtti 1.1 21 Asaeda y Acharya,
2000
D. magna C. reinharditi 1.1 17 Asaeda y Acharya,
2000 .
D. pulex C. reinhardui 0.5 De Roos, et al., 1997
C. vulgaris 6 17 Presente trabajo
Microcystis 0.6 7 Lauren-Maéttd et al.,
1697
M. aeruginosa 10 29 Presente trabajo
Moina macrocopa  C. vulgaris 5 10 Nandini y Rao, 1998
C. vulgaris 7 19 Presente trabajo
M. aeruginosa 2.5 12 Nandini y Rao, 1998
M. aeruginosa 0.15 1 Presente trabajo
Scapholeberis C. vulgaris 1.4 13 Nandini y Rao, 1998
kingi
M aeruginosa 0.8 18 Nandini y Rao, 1998
Simocephalus C. vulgaris 0.7 18 Nandini y Rao, 1998
vetulus
M. aeruginosa 2.7 20 Nandini y Rao, 1998
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Tabla 3, Tasa de crecimiento poblacional (r), de cladoceros.

Especie Tipo de alimento r Referencia
Ceriodaphnia C. vulgaris 0.32 Nandini y Rao, 1998
cornuta
M. qeruginosa 0.24 Nandini y Rao, 1998
C. dubia C. vulgaris 0.19 Presente trabajo
M. aeruginosa 0.23 Presente trabajo
Daphnia carinata  C. vulgaris 0.30 Nandini y Rao, 1998
M. aeruginosa 0.10 Nandini y Rao, 1998
D. galeata Oscillatoria sp. 0.15 Repka, 1997
Scenedesmus. obliguus 0.34 Repka, 1997
D. pulex Chiamydomonas (.50 Liirling y Van Donk, 1997
reinhardtii
C. vulgaris 0.25 Presente trabajo
Cryptomonas pyrenoidifera (.46 Lirling y Van Donk, 1997
Microcystis sp. 0.24 Hietala et al., 1997
0.16 Lirling y Van Donk, 1997
0.51 Walls, et al., 1997
M. aeruginosa 023 Presente trabajo
Scenedesmus sp. 0.38 Hietala et al., 1997
S. acutus 0.42 Liirling y Van Donk, 1997
Synedra tenuissima 0.44 Liirling y Van Donk, 1997
D. pulicaria Ankistrodesmus falcatus 0.39 Kilham et al., 1997
Moina macrocopa C. vulgaris 0.60 Nandini y Rao, 1998
C. vulgaris 0.24 Presente trabajo
M. aeruginosa (.30 Nandini y Rao, 1998
M. aeruginosa -0.57 Presente trabajo
S, incrassatulus 0.73 Espinosa-Chavez, et al.,
1992.
Moina micrura Chiorella sp. 0.77 Hanazato y Yasuno, 1987
M aeruginosa 0.47 Hanazato y Yasuno, 1987
Scapholeberis C. vulgaris 0.28 Nandini y Rao, 1998
kingi
M. aeruginosa 0.18 Nandini y Rao, 1998
Simocephalus C. vulgaris 0.29 Nandini y Rao, 1998
vefulus
M. aeruginosa 0.31 Nandini y Rao, 1998
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CONCLUSIONES

En conclusién, los datos obtenidos en este estudio en el crecimiento poblacional de las tres
especies de claddceros bajo los tres niveles de concentracién de alimento y los dos tipos
diferentes de alga revelaron una relacidn con la talla del cuerpo del cladécero y su habilidad
para consumir células de M. aeruginosa. También se¢ encontré que de las tres especies de
cladoceros wtilizadas M. macrocopa fue el organismo mas sensible a M. aeruginosa

sonicada, siendo esta alga toxica para este cladécero.

Sin embargo, él hecho que de que D. pulex y C. dubia utilizadas en este estudio sean
capaces de crecer alimentadas con M. aeruginosa sugiere que requieren de un periodo
inicial de adaptacion a M. aeruginosa, asi como a su sensibilidad a las toxinas demostrado
por su disminucién en el tiempo de maduracion. Por lo que éstas pudieran ser utilizadas
mas adelante en el campo para probar su eficacia en el control de las poblaciones de esta
cianobacteria siempre y cuando se encucntre en un estado de unicelular o de pequeiias

colonias.

Una forma de usar este experimento seria el cultivo en masa de poblaciones de D. pulex y
C. dubia y emplearlas para suministrarlas en los cuerpos de agua eutréficos en periodos
anteriores a un florecimiento algal cuando el mayor numero de las células de M. qeruginosa
se encuentran todavia en forma unicelular y los cladéceros al consumirla disminuirian ia

formacion de colonias en el medio.
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Los resultados de este trabajo se podrian utilizar para fomentar que algunas especies come
M macrocopa y D, pulex se pudieran cultivar a una densidad adecuada para utilizarlas
como alimento en la acuicultura, También especies resistentes a M. geruginosa como D.
pulex y C. dubia se pueden cultivar utilizando esta cianobacteria como alimento y luego
pasarlas a los peces, sin embargo es necesaric establecer posibles efectos toxicos
acumulados en el cuerpo de los claddceros que pudieran afectar a humanos indirectamente.

Para esto la biomasa se podria utilizar para cultivar especies de peces de ornatos.

Una conclusion adicional es que Ceriodaphnia dubia tienen un efecto negativo en su
crecimiento poblacional a altas densidades de Chlorella vulgaris por lo cual necesita de

baja concentracién de alga para tener crecimiento.
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ANEXO A

Produccién de alga Chlorella vulgaris en cultivo cerrado

De una cepa pura de Chlorelia vulgaris se toma una alicuota con el fin de inocular 10
botellas de plastico de 2000 ml, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio, que
contienen 1800 ml. de medio nutritivo BOLD. Dicho medio es el adecuado para desarrollar
el cultivo, el cual se mantiene con aireacidn constante, a una temperatura de 24 °C y luz
permanente, mediante tres lAmparas tubulares de luz fluorescente de 75 watts. El volumen
de liquido de las botellas se mantuvo a nivel constante reponiendo fa pérdida por

evaporacion con agua destilada enriquecida con bicarbonato de sodio a una concentracién

de 1 g/l

El agua utilizada en el cultivo se filtrd mediante una malla de nylon de 20y; los nutrientes
sc¢ mezclaron y se adiciond una alicuota de 25 ml de alga directamente al garrafén con el fin

de que en todas las botellas quedara la misma cantidad.

El momento de la cosecha se realizo despuds de un perioda de 10 dias aproximadamente,
durante la fase exponencial del cultivo. Ln este momento las células contienen una mayor
proporcion de proteina que las células que sc desarrollan durante oflras etapas de

crecimiento; la fase estacionaria tiene una baja proporcion de carbohidratos.

Para estimar el crecimiento de las algas se realizd el conteo directo bajo un microscopio

optico (Nikon} cada 24, utilizando un hematocitémetro de 0.] mm de profundidad
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recomendado para contar algas pequefias de 2 a 30 p.  Este hematocitometro de Neubauer
tiene dos cAmaras las cuales se llenaron con 5 mi de cultivo mediante una pipeta Pasteur

con bulbo.

ANEXO B

MEDIO DE CULTIVO BOLD BASEL (Borowitzka y Borowitzka, 1988)

Proporcion

l. Nitrato de sodio (NaNO3) 250 gN
2. Sulfato de Magnesio (MgS804e7H,0) 75 gi
3. Fosfato de potasio dibdsico {(K;HPO4) 75 gl
4. Fosfato de potasio monobasico (KHPO,) 75 g/l
5. Cloruro de Sodio (NaCh 25 g
6. EDTA 50 g +31g KOH /I
7. Sulfato de fierro (FeSQ4e7 H;0) 498 ¢ + 1ml H;804
8. Acido borico (H;BO;) 11.42 g/l
9. Cloruro de calcio (CaCly) 23 g/l
10. ELEMENTOS TRAZA

4 Cloruro de manganeso (MnClye7H;0) 1.44 pft

a Tridxido de molibdeno (MoQO;) 0.71 g/

& Sulfato de cobre (CuSQy} 1.75 gfi

4 Nitrato de cobalto (Co(NO3): ) 0.49 g/l

4 Sulfato de zinc (ZnS0y) 8.82 g

Nota: agregar dos mililitros de cada solucion por cada litro de medio.
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recomendado para contar algas pequefias de 2 a 30 p.  Este hematocitémetro de Neubauer
tiene dos camaras las cuales se llenaron con 5 ml de cultivo mediante una pipeta Pasteur
con bulbo.

ANEXOB

MEDIO DE CULTIVO BOLD BASEL (Borowitzka y Borowitzka, 1988)

Proporcién

1. Nitrato de sodio (NaNQj)y 250 g/l
2. Suifato de Magnesio (MgSO4e7H;0) 75 g/l
3. Fosfato de potasio dibasico (K;HPO4) 75 g/l
4. Fosfato de potasio monobésico (KHIPOy) 75 g/l
5. Cloruro de Sodio (NaCl} 25 g/l
6. EDTA 50 g +31g KOH /I
7. Sulfato de fierro (FeSQye7 H,0) 4.98 g + tml H,504
8. Acido borico (H3;BO;) 11.42 ¢/
9. Cloruro de calcio (CaCly) 25 g/l
10. ELEMENTOS TRAZA

& Cloruro de manganeso (MnCl;#7H,0) 1.44 g/l

A Tridxido de molibdeno (MoQO;3) 0.71 g/l

a Sulfato de cobre (CuSOy) 1.75 g/l

a Nitrato de cobalto (Co(NO;); ) 0.49 g/l

A Sulfato de zinc (ZnS0y) 8.82 g/l

Nota: agregar dos mililitros de cada solucién por cada fitro de medio.
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ABSTRACT

We conducted population growth expertments for 22-30 days using three species of cladocerans
measuring (adult mean length (um) + siandard error): Daphnia pufex (2413 & 129). Moina
macrocopa (1286 & 49) and Cerindaphnia dutia (351 x 57) fed the green alga Chiorelic vuigoris
and cells separated by ultrasonic waves of the Cvanobacterium, Micmcvsits acruginosa, offered in
three densities (0.75 x 10°, 1.5 x 10°, and 3.0 x 10° cells mI™ '}, An increase in the availability
of Chlorella and Microcysiis resulted in an increase in the abundance of D. pulex. The response of
the other two species lo Chloreila and Microcysris differed greatly, M. macrocopa showed increased
population abundance with increasing Chinrella levels bui crashed completely when fed Microcvstis
™ on'day 2. On the other hand. the population densities of C. dubia showed an inverse relation with
Chlorella levels but increased with increasing levels of Micmcvstis aeruginosa. C. dubia reached
a peak density of 37 = | ind. mi~! a1 3.0 x 10° cells m!™" of Microcvsris. Under the same food
conditions, 2. pulex rcached 10+ 0.5 ind. mI™!. The rate of population increase per day (r) was
similar (0.24) for D. pulex and M. macmcopu on Chiorella vulgans a1 3.0 x 105 celts m1=!. No
stztistically significant differences were detecied for rovalues and the peak population densities
between D. pulex fed Chiorelia or Microcvsiis, but the differences were significant (or Moing and
Cerindaphnia. We found no clear relation between the body size of cladocerans and their ability
(o consume Microcvstis cells, although 0. pulex consistently grew well on cither Chlorella or
Microcvstis.

) RESUMEN
s Cuad
Nosotros llevamos acabo cxperimentos de crecimiento poblacional de 22-30 dfas de duracién.
usando 3 especies de clddoceros {lamado medio del adulto (uum) = ervor estdndar) Daphnia puiex
{2413 + 129), Moina macrocapa (1286 * 49) y Cerindaphnia dubia (951 £ 57} utilizando alga
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verde Chlorella vaigaris y cflulas sonicadas de La cianobacteria. Microcysts aeruginasa ofrecidas
en tres densidades (075 x 10%, 1.5 = 108 y 3.0 » 10° células mI~') come alimento, Un sumento en
1a disponibilidad de Chlorella y Microcysiis resulto en un incremento en fa abundancia de 0. pulex.
La respuesta de las otras dos especies de clidoceros 2 Chloretla y Microcysiis wvo gran diferencia.
M. macrocopa mostr6 un incremento en ta abundancia poblacional cuando s¢ aumentaron los niveles
de Chiorella, pero sufricron un complelo decremento en ¢b scgundo dia cuando se alimenaron
con Microcvsiis. Por otra parie. las densidades de poblacién de C. dubia mostraron una relacién
inversa con los niveles de Chlorells pero wyieron un incremento cuando s¢ aumentan los niveles de
M. arruginnsa. C. dubis dlcanzo una densidad pico de 37 % 1 ind. ml~! en 3.0 x 10 célutas ml~!
de Microcystis, mientras condiciones comparables. [, pufex aicanzo 10 & 0.5 ind. m1™ 1 E) rango de
incremente poblacional por dia (rj fue similar (0.24) para D. pulex y M. macrocopa con Chinrella
valgaris en 3.0 x 10° células mi~!. No sc detectaron diferencias estadisticas significativas para
los valores de (r) v los picos de las dersidades ¢ poblacidn entre D. pulex alimentada con
Chiorella y Microcystis, pero las diferencias son significativas para Moina v Ceriodaphnia. Nosotros
encontramos una relacién no muy clara enure el tamaio del cuerpo y su capacidad para consumir
cétulas de Microcyaris, sin embargo D. pulex crece bien wanto con Chigrella como con Microcystis.

INTRODUCTION

Increased eutrophication due to urbanization has caused an increase of non-
edible and toxic Cyanobacteria in freshwater bodies all over the world (Dokulil
et al., 2000). Among the various Cyanobactena, Microcystis aeruginosa Kiitzing,
1833 is perhaps the most common species on which ample information is available,
especially in relation to toxins (Sivonen, 1999: Vezie et al., 1998; Willame &
Hoffmann, 1999). Cyanotoxins are known 1o inhibit feeding, somatic growth,
respiration, and reproduction, and to reduce the lifespan of a variety of organisms
including cladocerans (Hietala et al., 1997; Dawson, 1998). The effect of M. aeru-
ginosa on cladocerans depends on a variety of factors including body-size, feeding
habits, niche occupation, and resistance to starvation (Lampent & Sommer, 1997).
In general, larger ptankionic species of the genus Daphnia are capable of better
utilizing colonial forms of Microcystis than do smaller plankton species (e.g.,
Moina) (Kobayashi et al., 1998; Yasuno et al, 1998). The poor uiilization of
Microcystis is alsa due to its predominance in the form of colonies, some of which
could be larger than 450 wm, while the preferred size of algae for cladocerans
is < 100 pm (Jarvis e1 al,, 1987). Offering the single-celled form of Microcystis
could reduce 'the mechanical hindrance posed by the colonial form (Parter &
Orcutt, 1980_‘ and, thus, smaller cladocerans such as Cerfodaphnria could grow
on Cyanobactena.

In natural water-bodies, cyanobacterial blooms start from single cells and finally
form colonies (Rcypolds et al., 1981), which, due to their size, are protected
from zooplankton herbivory and hence persist (Boeing et al., 1998). Therefore,
any attempl at reducing the occurrence of cyanobacterial blooms must aim at
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preventing the formation of large colonies by increasing the zooplankton density,
particularly of herbivorous cladocerans when the Cyanobacteria are still present
in the form of singlz cells or small colonies. A vast majority of publications on
Microcystis control using cladocerans is based on studies using the colonial forms
of Cyanobacteria as food (Fulton & Paerl. 1987 larvis et al., 1988), Relatively few
studies have documented the use of the single-celled form of Microcystis as food
for cladocerans (Fulton & Paer], 1988; Nandini & Rao. 1998).

in order 10 eliminate the possible mechanical hindrance by the Microcystis
colonies, various methods have been suggested o break them into single cells.
These include ultrasonication, centrifugation, addition of certain chemical sub-
stances, and use of boiling water or pressure (Box, 1981; Zohary & Madeira, 1987,
Brookes et al., 1994; Chow et al., 1999}, Of all these methods, ultrasonication has
consistently shown that the cells remain imact and therefore this method is widely
recommended (Nandini & Rac, 1998). Further, since the number of cells per
colony varies greatly (Easthope & Howard. 1999), food level-dependent responses
of cladocerans (o coloniai Microcysiis numbers must be reated with caation,

Several factors contribute o the low consensus on the ability of cladocerans
to utilize cyanobacterial biooms. These include differences in the various species
in the ability to handle filaments or colonies as well as differences in tolerance
of strains of species to the toxins that may be produced (Nizan et al., 1986;
Nandini & Rao, 1998). Thus, more studies are necessary, pariicularly in the wopics
where cyanobacterial blooms can persist throughout the year {Zafar, 1986). In this
study, we have documented the population growth of selected planktonic species
of Cladocera offered varying concentrations of M. aeruginosa (as single-cells) and
Chiorella vulgaris Beyerinck, 1890.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were conducted using three species of Cladocera differing
widely in the body size (adult mean length {um) # siandard error, based on
50 individuals): Daphnia pulex Leydig. 1860 (2413 £ 125), Maina macrocopa
Goulden, 1968 (1286 + 49) and Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 (951 £ 57).
They were isplated from local ponds and cloned in the laboratory. Mass cultures
were cstabLi§hcd in 40 | glass aguaria using reconstituted moderate hardwater
as a medium (EPA medium. Anon., 1985). The EPA medium was prepared by
dissolving 96 mg NaHCO;, 60 mg CaS0,. 60 mg MgS0,. and 4 mg KCl in one
litre of distilled water. C. vulgaris was mass-cultured using Bold's basal medium
(Borowitzka & Bordwitzka, 1988) and used as food in the experiments as well as
in the mass cutiures. The alga was harvesizd during the log phase, centrifuged at
3000 rpm for 3 minutes and resespended in EPA medium.
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Since it is difficult to culture Microcystis aeruginose with consistent nutri-
tional and biochemical status (Orr & Jones, 1998), we isotated it from a natural
waterbody (Lake Alameda Oriente Park, Mexico City) where it bloomed during
the experimental period as the almost exclusive component of the phytoplank-
ton. M. aeruginosa was collected every two days by fltering about 80 | using a
50 um mesh plankton net. In the laboratory, Microcvstis was again filtered using a
100 um mesh to remove zooplankion. After repeatcd washing with EPA medium,
the colonies were ultrasonicated at 5000 rpm, resulting in completely separated but
intact cells (mean + s.d. of single cell diameter = 4.5 + 0.5 um). These were then
rinsed with distilied water, cenirifuged, and resuspended in EPA medium. The den-
sity of both C. vulgaris and of the single cells of M. aeruginesa was established us-
ing a hacmocytometer. From the concentrated algal stocks, the test concentrations
of Chiorella and Microcystis of 0.75 x 10° 1.5 x 10°, and 3.0 x 10 cells mt~!
were obtained by serial dilution with EPA medium,

The expenimental design for each of the 3 cladoceran species consisted of 18
{= 3 food levels x 2 food types x 3 replicates) transparent plastic jars of 100 ml
containing 50 ml EPA medium and the approprate food type and density. We
introduced in all jars 10 individuals using a stereomicroscope and a wide-bore
Pasteur pipetie. The composition of this iniual population was a mixed group
consisting of neonates, juveniles and non-ovigerous adults. Following inoculation,
we counted, every day. the individuals alive in each replicate and transferred them
to fresh test jars, again containing the appropriate food type and density. Dead
individuals were removed. The experiments were terminated after 16-30 days
{depending on the species of Cladocera) when the populations in most replicates
began to decline or stabilize.

The rate of population increase per day (r) was calculated for each species,
using the exponential growth equation: r = (InN; — In Ng)/t, where N, = initial
population density and N, = populaticn density afier time t (days} (Krebs,
1985). The r was obtained as the mean of 4-5 values, as far as possible dunng
the exponential phase of the growth of the populations. Statistical evaluation of
the population growth rate increase, maximal poputation density, and the day of
maximal populatien density under different levels of Chiorella and Microcystis
was done by analysis of variance (ANQOVA, Sokal & Rohlf, 1981).

’
!
. RESULTS

The population growth of Daphnia pulex, Moina macrocopa, and Ceriodaphnia
dubia in relation to different levels of Chiorella vulgaris and Microcystis aerugi-
nosa is presented inffigs. 1-3. Repardless of the food type, an increase in the avail-
ability of food caused an increase in the abundance of D. pulex (fig. 1). The re-
sponse of the other two cladocerans 1o Chiorella and Microcystis difiered greatly.
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Fig. 1. Population growth of Daphnia pulex Leydig. 1860 offered Chiaretla vulgaric Beyerinck.

1890 and singlc-celled Midmcvsris aeruginosa Kiltzing. 1833 al three different food densities (A. B,
and C). Mean = siandard crror valucs based on 3 replicates.
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Fig. 2. Populatian growth of Meing macrocopa Goulden, 1968 offered Chiorella vulgaris Beyerinck.
1890 and single-celled Microevsiis aeruginose Kitzing, 1833 at three different food densities (A, B,
and C}. Mean + standard error values based on 3 replicates.
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Fig. 3. Population growth of Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 offered Chlorella vuigaris Beyer-
inck. 1890 and singie-celled Microcvstis aeruginosa Kiitzing, 1833 at three different food densities
{’ . B. and C). Mean =+ siandard error values based on 3 repitcates,

M. macrocopa showed an increased population growth with increasing Chlorella
levels but crashed coppletely on Microcysiis on day 2 (fig. 2). On the other hand,
the population densities of Ceriodapknia dubia showed an inverse relation with
Chlorelia levels but increased with increasing levels of M. aeruginosa {fig. 3).
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TABLE !
Data on analysis variance (ANOVA) on selected population growth varisbles of Daphnia pulex
Leydig, Moina macrocopa Goulden. and Ceriodaphnio dubia Richard fed Chlorella vuigans
Beyerinck and single-celled Microcvsiis aeruginosa Kiitzing at three densities (0-75x 100,0.75x 10°

and 3.0 x H0® cells m1™!). Shown are: DF = degrees of freedom, $§ = sum of squares; MS = mean
square, F = Foratio, P < 0.05(*), P > 0.05 (ns}

Source DF S5 MS F

Peak poputation density vs. Chiorella levels

D. pulex

Among food levels 2 13.806 11.90 9.65"

Error 6 7.398 1.23

M. macrocopa

Among food levels 2 27412 13.71 599"

Error 6 3164 0.53

C. dubia

Among lood levels 2 77.166 38.58 5.947

Error & 38.946 6.4%

Peak population density vs. Microcysiis levels

D. puiex

Amang food levels 2 97.721 48.86 77.20"

Error 6 3198 0.63

M. macrocopa

Among ood levels 2 0.00} 0.0005 0.12ns

Emor 6 0.025 0.0042

C. dubia

Among food levels 2 817.602 408.80 120617

Ervor ] 20.337 339

Peak population density: Chlorella vs. Microcystis

D. pulex

Between [ood types 1 0.007 0.007 2.60ns

Error 16 0.043 0.0027

M_macrocopo

Between food types | 1.843 1.84 061"

Error 16 1.301 0.08

C. dubia

Between food types ) 0.040 0.04 18,8277

Ermror 16 0.034 0.0021

Day of maximal population density vs. Chiorella levels

D. pulex

Among food levels 2 4212 211 1.27ns

Error ! ] 10.000 1.67

M. macrecopa

Among food levels 2 1.556 0.78 1.1Tas

Error 6 4,000 0.67

C. dubia

Among food levels 7 2 93.556 46.78 8.59"

Error b 32.667 5.44

k¥ Y
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TasLE |
(Contintied)
Source DF ss MS F
Day of maximal population density vs. Microcystis levels
D, pulex
Among food levels 2 33556 16.78 1.06ns
Error 6 95.333 15.89
C. dubia
Among food levels 2 38.000 19.00 3.80ns
Error & 30.000 5.00
Day of maximal population density: Chinrella vs, Microcvsiis
D. pulex
Between food types ! 589.389 589.39 65.89""
Emor 16 143111 8.94
C. dubia
Between food types 1 636.056 636.06 52.40""
Error 16 194,222 1214
Rate of population increase vs. Chiorella levels
D, pulex
Among food levels 2 0.000 0.0045 6.75"
Error 6 0.004 0.00067
M. macrocopa :
Among food levels 2 0.019 0.0095 19.00%"
Error ] 0.003 0.0005
C. dubia
Among food levels 2 0.030 0.015 30.00""
Error 6 (.003 0.0005%
Rate of population increase vs. Microcvsiis levels
D. pulex
Amaong, food levels 2 0.025 0.0125 15.007
Error & 0.005 0.00083
M. macrmcopa
Among food levels 2 0.054 0.03 0.13ns
Error [ 1.226 0.20
C. dubia
Among food levels 2 0.002 0.001 14.96"
Error . 6 0.000401 0.000068
Rate of population increase: Chloretia vs. Micmeystis
"D, pulex
Berween food type 1 0.007 0.007 2.60ns
Error : 16 0.043 0.0027
M. macrocopa
Between food types 1 1.843 1.84 267"
Error 16 1.301 0.08
C. dubia /
Between food types 1 0.040 0.04 18.827""
Error t6 0.034 0.0021
s __n
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Fig. 4. Peak population densitics (ind. mi~") of Daphnia puler Leydig, 1860, Moina macrocopa

Goulden, 1968, and Cenfodaphnia dubia Richard, 1854 offered Chinrelia vulgaris Beyerinck, 1890

and single-celled Microcvsiis aeruginosa Kiitzing, 1833 at three different food densities. Mean %
standard error vaiues bascd on 3 replicaies.
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Fig. 5. Rate of population increase of Daphnia pulex Leydig, 1860, Moing macrocopa Goulden,

1968, and Ceriadaphnia dubia Richard. 1894 offered Chiorella vulgaris Beyerinck, 1890 and singke-

eclled Microcysiis aeruginosa Kizing, 1837 al three different food densities. Mean + standard error
d values based on 3 replicates.

C. dubia reached a peak density of 37 & | ind. ml™" under 3.0 x 10° cells ml™'
of Microcystis, while D. pulex reached 10 2 0.5 ind. ml~! under the same food
conditions (fig. 4). The peak population densities of both D. pulex and C. dubia
were significantly influenced by the concentrations of Chlorella vuigaris and
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Microcystis aeruginosa (P < 0.05. ANOVA, F-test). For Moina macrocopa, this
variable was significantly affected by the'levels of Chlorella but not by those of
Microcystis (P > 0.05, F-test).

The peniod of time in which maximal population abundance was reached was
significandy affected by food type in the case of D. pulex and C. dubia (P <
0.001), but within a given food type, the density had no effect on this variable
(P > 0.05). Regardless of the species of cladoceran, those fed Chilorella reached
peak population density carlier than those fed Microcvstis aeruginosa.

The rate of population increase per day (r) was similar (0.24) for D. pulex
and M. macrocopa fed Chlorella vulgaris at 3.0 x 10% cells ml~' (fig. 5). The r
values of D. pulex and C. dubia were significantly influenced by the concentrations
of Chiorelln vulgaris and Microcystis aeruginosa (P < 0.05). The rate of
population increase of M. macrocopa was significantly influenced by Chlorella
levels (P < 0.01) but not by those of M. geruginosa (P > 0.05). No significant
differences were detected for r values and peak population densities between
D. pulex fed Chiorella and Microcvsiis (P > 0.05), but the difierences were

significant (P < 0.05) for Moina and Ceriodaphnia{ Tebtc 1 ) -

DISCUSSION

Preliminary tests using starved individuals of Meina macrocopa already indi-
cated heavy montality when fed Microcysiis aeruginosa (single cells), confirming
that our strain of the Cyanobacterium produced toxins. Extensive information is
available on the use of cladocerans to control Microeystis blooms in large wa-
ter bodies, mainly aimed at management of lakes and reservoirs (Gulati et at.,
1990: Burns, 1998; Steffensen et al.. 1999). Daphnia pulex and Ceriodaphnia du-
bia could uiiiize the single-celled form of Microcvsiis, while the reproduction of
Moina macrocopa was inhibited ar all three food ievels of this diet. Yasuno et al.
(1998) have also shown that M. macrocopa is strongly sensitive 10 Microcvsris.
In general, the genus Daphria is capable of growing on Microcystis either in the
colonial form or as single cells (Rohrlack et al., 1999, Nandini et al., 2000). How-
ever, the preferred particie size for cladocerans ranges from 1 to 25 wm (Dodson
& Frey, 1991). Colonies of Microcystis could be as large as 400 wm while single
cells range from 4-6 um. Therefore, offering the single-celled form of Microcystis
could avoid- mechanical problems of feeding rates and food consumption (Jarvis
etal, 1987). The densities of Chlorella and Microcystis were earlier used for vari-
ous specics of cladocerans, based on the natrally occurring levels in water bodies
(Ha et al., 1999; MAnage et al., 1999; Matthiensen et al., 1999).

Data on the effect of different densities of Chiorella on the life history char-
acterstics of Cladocera suggest that the genus Ceriodaphnia is well adapted to




B T2 Sy = I it Lo IS IO I, S [ e Y

POPULATION DYNAMICS OF CLADOCERA 13

lower food levels whereas higher densities of green algae have a negative ef-
fect on its population growth {Cuddington & McCauley, 1994; Rosc et al., 2000).
Our study supports this observation. The fact that Ceriodaphnia dubia grew bei-
ter on M. aeruginosa than on Chlorella vulgaris could be due to several factors.
For example, body size differences (generally smaller individuals in Microcystis-
treatment), nuinitional value and protein contents (Microcystis may a have higher
protein conteni than Chiorella), or relative cell size of Chlorelia (5.5 um) and Mic-
rocystis aeruginosa (4.5 um) causing different assimilation efficiencies on these
food types (Cao et al,, 1997; Reinikainen et al., 1999; Thostrup & Christoffersen,
1999). The growth curves clearly demonstrate that D. pulex and C. dubia required
a much longer time to reach the peak abundances under Microcystis than under
Chlorella regimes, suggesting some sort of initial adaptation period.

Among cladocerans, the genus Moina shows one of the highest population
growth rates. In the present sudy, Moina macrocopa and D. pulex had more or less
similar population growth rates, while C. dubia had much lower values (fig. 5). The
data on the growth rates observed here are within the range reported for most plank-
tonic cladocerans (Kilham et al., 1997; Nandini & Rao, 1998). Informaticn on the
maximal population densities reached by various species of Cladocera suggests
that their body size is imponant. Generally, smaller species are numerically more
abundant than are larger species. For example, Daphnia and Simocephalus, being
larger forms, are normally encounered at less than 10 ind. ml~!, while smaller
cladocerans such as Digphanasoma may reach as many as 130 ind. ml~' (Segawa
& Yang, 1988; Havens & East, 1997). In our study, the larger species D. pulex
also reached a lower density than Ceriodaphnia when fed Microcystis. Similarly,
D. pulex reached a lower density than M. macrocopa when offered Chiorella.

In conclusion. the data obtained in this swdy on the population growth of
three species of Cladocera under three different levels of two food types revealed
no clear relatonship with the body size of cladocerans and their ability 10
consume Microcystis cells. We again found (see Nandini & Rao, 1998) that
Moina macrocopa was susceptible 10 the toxins produced by Microcystis. This
has also been documented by Hanazato & Yasuno (1988). Nevertheless, where our
strains of Daphnia pulex and Ceriodaphnia dubia appeared to be growing well on
Microcystis, {his result could be used to further test their efficacy in controlling
these cyanobacterial populations.
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