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1.- Resumen

Los ostracodos han sido empleados como una herramienta para estudios
palentoldgicos, pero poco se sabe sobre la biologia y la ecologia de las formas
recientes. Por otro lado, las grandes ciudades requieren de gran cantidad de agua
para su sostén y desarrollo, lo que genera enormes efluentes de aguas residuales,
las cuales deben recibir un adecuado tratamiento, tanto para su reutilizacion como
para reducir el impacto que involucra la descarga de estos efluentes a los
ecosistemas acuaticos. La propuesta de este trabajo consiste en el cultivo de
ostracodos con la materia organica presente en estas aguas, encaminado a la
generacion de biomasa y a la reduccion de dicha materia. El objetivo general fue
evaluar la dindmica poblacional de la especie Heterocypris incongruens a partir de
dos aspectos centrales: el crecimiento poblacional y la tabla de vida demografica con
dos diferentes tipos de alimento: la materia organica obtenida de aguas residuales
domésticas y el alga verde Scenedesmus acutus. Para cada tipo de alimento se
consideraron tres concentraciones experimentales, equivalentes en términos de peso
seco. Los resultados denotan que tanto el tipo de dieta como la cantidad modifican
sus parametros demograficos. Los ostracodos alimentados con bajas
concentraciones de materia particulada presentaron una mayor abundancia y
promedio de vida que la registrada cuando fueron alimentados con la misma
cantidad de alga. Bajo niveles elevados de materia organica, se limitd la adquisicion
del alimento, asi como la energia derivada de su ingesta, afectando su sobrevivencia
y reproduccidon. Se concluyé que la especie puede ser cultivada con la materia
organica presente en aguas residuales domésticas en bajas cantidades y obtener
biomasa, susceptible de ser utilizada con otros fines (i.e. acuacultura, previo analisis
de contaminantes y/o nutrientes) y disminuir la cantidad de materia organica de las

aguas de desecho en las fases finales de su tratamiento.



Abstract

Ostracods are widely used in paleontological studies. However, much less is known
about the biology and ecology of recent forms. Mega-cities require large amounts of
water for sustenance and development and thus generate huge quantities of
wastewaters, which should receive appropriate treatment both for reuse and to
reduce the impact these effluents to aquatic ecosystems. This thesis was based on
the fact that ostracods can be cultured using organic matter present in these
effluents, and thus help to generate biomass and to reduce the load of such material
from the domestic wastewaters. The objective was to evaluate the population
dynamics of the predominantly parthenogenetic ostracod Heterocypris incongruens
using two approaches: population growth and life table demography of the species
with two different types of food: organic matter from domestic wastewater and the
green alga Scenedesmus acutus. For each food type, the quantity offered was the
same in terms of dry weight. The results indicate that both the food type and quantity
had significant influence on the demographic parameters of H. incongruens.
Ostracods fed on low concentrations of particulate organic matter from domestic
wastes, had greater abundance and longer life expectancy than when were fed on
the equivalent quantity of alga. Under high levels of organic matter, both the survival
and reproduction of H. incongruens were adversely affected. It was concluded that
this ostracod species can be cultured using organic matter when present in small

guantities in domestic wastewaters.



2.- Introduccidon

Los ostracodos (Ostracoda, del griego Gstrakon, "concha" y eidés, "con aspecto de"),
son crustaceos de tamafio muy pequefio, muchas veces microscopicos, su talla varia
de 0.4 a 1.5 mm, algunas formas dulceacuicolas llegan a medir hasta 5 mm. Son
organismos de vida libre que habitan medios salobres, dulceacuicolas y marinos.
Algunas formas estan adaptadas a medios terrestres y viven asociados a lugares
himedos de los bosques tropicales. No existen formas parasitas, pero se ha
encontrado que algunos se alojan en las camaras branquiales de crustaceos
decapodos. La subclase Podocopa tiene un orden Podocopida, en el cual dos de sus
subdrdenes (Matacopina y Podocopina) contienen a todos los ostracodos de agua
dulce. (Delorme, 2001).

Poseen un caparazon bivalvo, que dependiendo de la especie puede ser blando o
altamente calcificado, el cual al cerrarse cubre todas las partes blandas del animal,
dandole el aspecto de una diminuta almeja. El ligamento que une las conchas tiende
a separarlas mientras que el musculo interior actua inversamente juntandolas. De
esta forma no se requiere un musculo adicional para la apertura de las valvas
lograndose una mayor eficiencia y un menor gasto energético (Thorp y Covich,
2001).

Son animales de cuerpo poco segmentado, normalmente no mas de 8 segmentos, y
pocos apéndices, que comprenden las antenas, dos apéndices bucales y dos
adicionales (Fig. 1). En muchas especies de ostracodos estos ultimos han

desaparecido (Pennak, 1989).

Estos animales microscopicos forman parte de la trama trofica. Son parte de la dieta
de peces y de algunos crustaceos de importancia comercial. En los ambientes
naturales, los ostracodos de agua dulce son descritos como generalistas,
alimentandose con algas, material organico en descomposicion, plantas y animales

(tanto vivos como muertos) (Thorp y Covich, 2001).
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Figura 1. Descripcion general de un ostracodo. (Tomado de Athersuch et al., 1989)

De los pocos estudios de laboratorio realizados con especies de ostracodos
cultivadas con algun alimento en particular y de los analisis de contenidos
estomacales, parece que el ofrecer algas (vivas o secas) y el alimento de peces
comerciales permite la sobrevivencia y el crecimiento de diversos ostracodos de
agua dulce. Se ha observado a Eucypris virens devorando crustaceos como
cladéceros, anostracos, y otros ostracodos recién muertos o moribundos (Schmit et
al., 2007).

Su sistema digestivo consiste de una boca, es6fago, estbmago, intestino, intestino
grueso y ano. La boca es una gran apertura con un diente grande de los palpos
mandibulares sobre cada lado. Una glandula, probablemente salival, se abre dentro
de la boca. El es6fago esta muy muscularizado y conduce al estomago distendido. El
hepatopancreas se encuentra en las capas epidermales cercanas al caparazon y
desemboca en la parte anterior del estbmago. La mayor parte de la digestion tiene
lugar en el estdmago, donde el alimento en forma de bolas, pasa de éste al intestino
delgado para la absorcion de nutrientes y sale del ano en pequeinas capsulas fecales
(Delorme, 2001).



Se reproducen por medio de puestas de huevos tanto de forma sexual como
asexual. Por ejemplo, la especie Darwinula stevensoni ha permanecido por mas de
25 millones de afios sin sexo y algunas otras especies pueden tener tanto
poblaciones partenogenéticas como singamicas con diferentes distribuciones
geograficas (partenogénesis geografica) (Gandolfi et al., 2001). La fecundidad de los
ostracodos es altamente variable, ya que la cantidad de huevos que ponen y el
intervalo de las puestas no es constante, ademas de que el tiempo que demoran los
huevos en eclosionar tiene un intervalo que va de 10 a 120 dias o mas, por lo que se
considera que presentan huevos de latencia. Al eclosionar, ya tienen el caparazén
formado y presentan varias mudas sucesivas durante su vida. Generalmente se
presentan en gran numero, son sensibles a los cambios del medio, y han sido

considerados como buenos indicadores de ambientes (Havel y Talbott, 1995).

Los ostracodos tienen algunas ventajas importantes como organismos de estudio.
Son muy numerosos en los habitats acuaticos y semiacuaticos. Son pequefios y
algunas especies pueden ser cultivadas en el laboratorio. Exhiben algunos patrones
de variacion entre y dentro de las especies, los cuales pueden ser empleados para
probar hipotesis ecolégicas y evolutivas; lo mas relevante es que estas
caracteristicas estan combinadas con un gran e inusualmente completo registro fosil
(Butlin et al., 2000).

Los ostracodos han sido largamente estudiados desde el punto de vista
paleontoldgico, debido a que su registro fosil provee una invaluable herramienta para
la reconstruccion de los cambios ambientales del pasado, incluyendo cambio
climatico y eutrofizacion antropogénica. Sin embargo, relativamente poco se sabe
acerca de la fisiologia, comportamiento y ecologia de las formas recientes (Schmit et
al., 2007).

La especie de ostracodo seleccionada para ser cultivada en este proyecto es
Heterocypris incongruens (Fig.2). Es una especie cosmopolita que se reproduce por
partenogénesis (Chaplin et al., 1994). Son organismos de color naranja brillante. Se
ha descubierto que las hembras de esta especie pueden producir dos tipos de

huevos: unos capaces de eclosionar dentro de los 10 dias posteriores a su puesta y



otros latentes que son capaces de resistir condiciones ambientales extremas, como
altas o bajas temperaturas y desecacién. Sin embargo, se ha notado que las
condiciones ambientales en que se desarrollan las hembras no son relevantes para

la produccién de uno u otro tipo de huevo (Walker, 1989).

Heterocypris incongruens al igual que otros miembros de la familia Cyprodidae,
presenta 8 estadios juveniles con aumento de tamafio del cuerpo entre cada uno.
Finalizan su etapa de nauplio durante su primer estadio antes de su primera muda.
En la ultima (el noveno estadio), inicia la produccion de huevos. A partir de ahi ya no
se presenta ninguna muda (Smith y Martens, 2000). Los estadios juveniles tienen
una duracion de 1-4 dias con un periodo total entre su eclosion y su primer puesta de
aproximadamente 19 dias, a partir de este momento inicia su etapa reproductiva que

tiene una duracion de entre 14 a 37 dias (Havel y Talbott, 1995).

Figura 2: Imagen del ostracodo Heterocypris incongruens (Ramdohr, 1808)
la escala indica 1200 ym. Fotografia tomada con una camara Nikon adaptada a

un microscopio estereoscopico (Nikon SMZ645, Japon) con un aumento de 20X.

En general se considera que los ostracodos, al igual que otros organismos,
consumen como alimento la materia organica particulada que se encuentra en
suspension o sedimentada en los cuerpos de agua, a partir de la cual obtienen los
nutrientes y elementos energéticos que requieren para sus funciones vitales (Schmit
et al., 2007).

Los tipos de Materia Organica Particulada (MOP) son muy variables para ser
descritos por un unico valor nutricional. El valor nutricional de cierta clase de MOP

puede ser definido soélo para un consumidor especifico. Las caracteristicas



nutricionales importantes incluyen: facilidad de manipulacion (forma y tamano),
digestibilidad, contenido energético y contenido de nutrientes esenciales. Como la
MOP es un recurso que pueden ser sustituido, una gran cantidad de ella, puede
algunas veces, compensar un bajo valor nutricional. Este no siempre es el caso y
podemos asumir, por lo tanto, que la energia y el metabolismo de los animales que
la consumen, puede estar limitada por la calidad, asi como por la cantidad de

particulas de alimento (Sterner, 1997).

La materia organica provee energia, asi como elementos esenciales para
organismos heterétrofos como los ostracodos. Hay una fuerte correlacion entre el
contenido energético y el contenido de carbon organico de las particulas. Un
contenido energético mas preciso puede ser estimado si se conocen el porcentaje de
carbohidratos, proteinas y grasas (lipidos). En la materia organica, los valores
promedio son Carbohidratos 17.2 kJ g, Proteinas 23.7 kJ g y Lipidos 39.6 kJ g™
(Lampert y Sommer, 2007):

Como los lipidos tienen un contenido de carbdn relativamente alto (80%) y los
carbohidratos y las proteinas tienen un bajo contenido de carbén (40%), se puede
observar de los valores anteriores que el contenido de carb6on y el contenido
energético estan altamente relacionados. Las particulas de origen animal
frecuentemente tienen un relativamente alto contenido energético puesto que

contienen mas grasa (Lampert y Sommer, 2007).

El contenido energético es solo un aspecto del valor nutricional de MOP. Ademas de
la posible importancia de los acidos grasos poli-insaturados, los aminoacidos
esenciales y las vitaminas pueden ser también factores limitantes. En la naturaleza
los animales usualmente comen una variedad de alimentos, por lo tanto evitan el
déficit inherente a los diferentes tipos de alimentos. Los consumidores de detritos,
por ejemplo, incluyen bacterias y hongos que viven sobre la materia organica muerta

(Lampert y Sommer, 2007).

La MOP no solo se encuentra en sistemas naturales, también es parte de los
desechos que son vertidos en drenajes, a las aguas conteniendo esta materia junto

con otros tipos de compuestos se les denomina aguas residuales. Los materiales



derivados de residuos domésticos o de procesos industriales, por razones de salud
publica y por aspectos de recreacion, de estética y econdmicos, no pueden
desecharse vertiéndolas sin tratamiento en lagos o corrientes convencionales
(Guterstam et al., 1998).

Mediante diversos sistemas de tratamiento se remueven estos elementos de las
aguas, los materiales inorganicos como la arcilla, sedimentos y otros residuos se
pueden eliminar por métodos mecanicos y quimicos. Sin embargo, si el material que
debe ser retirado es de naturaleza organica, el tratamiento implica usualmente
actividades de microorganismos que oxidan y convierten la materia organica en COa,.
Es por esto que se ha constatado que en el tratamiento de las aguas de desecho los

microorganismos desempefian papeles cruciales (Wiesmann et al., 2007).

En México, crece la necesidad de utilizar agua residual tratada y ha sido necesario
incrementar y adecuar la infraestructura de este servicio permanentemente La
reutilizacion de las aguas tratadas también ofrece beneficios ambientales
significativos debido a que esto reduce la presién sobre los recursos de aguas
convencionales y, simultaneamente, reduce la contaminacién de rios, lagos y playas
(Hernandez-Sancho et al., 2009). Desde 1956, el Distrito Federal aprovecha y
reutiliza las aguas residuales tratadas en el riego de areas verdes urbanas, algunas
zonas agricolas y llenado de lagos recreativos La primera planta que se pone en

operacion es la de Chapultepec en ese mismo afo (D.D.F.,2000).

El Distrito Federal cuenta con 30 plantas de tratamiento de agua residual con una
capacidad instalada para tratar 6,543 I/s. Sin embargo, el caudal real tratado es de
3,525 I/s. En 2006 el pais contaba con una capacidad de tratamiento instalada de
99,764.19 I/s en un total de 1,593 plantas, de las cuales el caudal real tratado es de
74,388.29 I/s. Por el tipo de proceso, el 39% de las plantas en el pais trata sus aguas
por medio de lagunas de estabilizacidn; sin embargo, sélo representa el 18.56% de
total de aguas tratadas mientras que, aunque instalado sélo en el 23.35% de las
plantas del pais, el sistema de lodos activados trata el 41.58% del caudal (CNA,
2007).



La planta de la Unidad Habitacional El Rosario, ubicada en la delegacion
Azcapotzalco en el Distrito Federal, funciona con el sistema de lodos activados, con
una capacidad instalada de 25 I/s. Sin embargo el caudal real tratado es 15 I/s.
Aunque es una de las plantas con capacidad de proporcionar al agua hasta el
tratamiento terciario, esto no ocurre, por lo que una vez que el agua sale del reactor
biolégico pasa de inmediato al tanque de contacto con cloro y de ahi su destino es el

riego de areas verdes y llenado del lago del parque Tezozomoc (CNA, 2007).

En dicha planta el proceso que reciben las aguas para su “depuracion” se divide en
varias fases. La primera de ellas se denomina tratamiento primario, en el que ocurre
la decantaciéon por gravedad de una parte de la materia en suspensién y el retiro de
grasas, aceites y natas sobrenadantes. El efluente del sedimentador primario se
conduce por medio de canaletas hasta el siguiente estanque para iniciar el

tratamiento secundario.

En el tratamiento secundario, se elimina principalmente la materia organica
biodegradable. Para ello se emplean tratamientos biolégicos en los que la materia
organica es oxidada por distintos tipos de microorganismos reduciéndola hasta en un
90%, de manera que se disminuye la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) del
efluente (Mendoza, 2004).

El método que mas caudal de aguas residuales trata en el pais y el mas empleado
en la cuidad de Meéxico es el de Lodos Activados que consiste en lodos
sedimentados de las aguas residuales crudas previamente agitados en presencia de
abundante oxigeno atmosférico para lo cual se emplea un tanque de aireacion.
(Tortajada, 1998).

Los lodos activados son diferentes de otros lodos tanto en apariencia como en
caracteristicas fisicas y composicién biolégica. En este método se lleva a cabo la
degradacion de la materia organica mediante el empleo de microorganismos como
bacterias, protozoarios y rotiferos. Las bacterias que intervienen en el proceso de
lodos activados incluyen los géneros Pseudomonas, Zoogloea, Acliromobacter,
Flavobacterium, Nocardia, Bdellovibrio, Mycobacterium, y las dos bacterias

nitrificantes mas comunes, Nitrosomas y Nitrobacter (Hodgson y Paspaliaris, 1995).



En el sistema de lodos activados, las bacterias son fundamentalmente los
microorganismos que degradan el residuo organico del efluente, si bien, las
actividades metabdlicas de otros microorganismos son igualmente importantes. Por
ejemplo, los protozoos, generalmente ciliados (ej. Vorticella), y los rotiferos ejercen
una accién de refinamiento de los efluentes. Los protozoos consumen las bacterias
dispersas que no han floculado y los rotiferos consumen cualquier particula biologica

pequefa que no haya sedimentado (Hodgson y Paspaliaris, 1995).

Una vez finalizada la fase del tratamiento secundario, el siguiente proceso al que se
somete el agua consiste en pasarla por un tanque de contacto con cloro, para que se
lleve a cabo la destruccion de microorganismos patdégenos y materia organica

remanente en el agua (DDF, 2000).

Este proceso puede continuarse hacia un tratamiento terciario que se aplica para
eliminar una serie de compuestos, como son las sustancias nitrogenadas, los
compuestos fosforados y distintos tipos de materia organica e inorganica. Es una
serie de procesos destinados a conseguir una calidad del efluente superior a la del
tratamiento secundario. Existen diferentes tipos de tratamiento terciario, como
adsorcion en carbon activado (separacion de compuestos organicos), intercambio
idnico, 6smosis inversa y oxidacion quimica, para la purificacion de aguas residuales
(Mendoza, 2004).

La gran cantidad de materia organica que se procesa en estas plantas de
tratamiento puede ser empleada como alimento para zooplancton (Sarma et al.,
2003), ademas de que estos organismos son comunmente empleados por otros

grupos como los peces para su alimentacion (Nandini et al., 2004).



3.- Antecedentes

Havel y Talbott (1995) emplearon este grupo como un modelo para los ensayos de
toxicidad en sedimentos. Examinaron las caracteristicas de la historia de vida de H.
incongruens. Sus resultados indican que tanto la fecundidad (0-64 total de huevos
por hembra), como los huevos y el tiempo de desarrollo (1-157 dias), fueron muy
variables. En contraste, el tiempo de desarrollo presenta una menor variacion (7-16
dias). Indic6 que H. incongruens tiene una mayor sensibilidad a la variacién en la
calidad de los sedimentos que el cladocero Ceriodaphnia dubia, indicando que los
ostracodos son un buen candidato para pruebas de toxicidad subletales con

sedimentos contaminados.

Rossi y Menozzi (1996) realizaron experimentos de historia de vida de la especie
Heterocypris incongruens bajo diferentes fotoperiodos utilizando tres clones de esta
especie que presentan sucesion estacional en lagos templados. El estudio con
dichos organismos mostré que estan adaptados al fotoperiodo prevaleciente en las
estaciones en que dichos clones se presentan y cuando estos periodos de luz-
oscuridad son afectados, la sobrevivencia, la fecundidad y la produccion de huevos
latentes también se afectan disminuyendo en los dos primeros y aumentando el

altimo.

Sarma et al. (2003) compararon el crecimiento poblacional de tres especies de
rotiferos Brachionus calyciflorus, B. patulus y B. rubens y la tabla de vida de éste
altimo, usando aguas residuales domésticas de la ciudad de México en diferentes
fases de tratamiento También evaluaron el crecimiento del rotifero depredador
Asplanchna sieboldi alimentado con B. rubens cultivados en diferentes categorias del
tratamiento de aguas residuales de la planta tratadora de Iztacalco: el agua residual
cruda tal como llegaba a la planta, el agua tomada de los reactores biolégicos vy el
agua del sedimentador posterior al reactor bioldgico antes de que se le agregara
cloro: ademas, consideraron un grupo testigo alimentado con el alga unicelular
Chlorella vulgaris. Los autores encontraron que la poblacion de B. calyciflorus y B.
patulus en el agua cruda perecia a los pocos dias y en los otros dos tipos de agua la
poblacion se mantenia en densidades bajas, mientras que B. rubens en el agua

cruda alcanza una gran abundancia, incluso mayor que el testigo alimentado sélo



con el alga Chlorella. Las presas cultivadas en aguas residuales soportaron un
mayor crecimiento poblacional del depredador A. sieboldi. La mayor tasa de
crecimiento fue observada cuando se aliment6 con B. rubens cultivado en aguas

crudas.

Mendoza (2004) prob6 estas mismas especies de rotiferos y cladoceros
empleandolos como bacteriéfagos en agua del estanque sedimentador posterior al
reactor biolégico en la misma planta de Iztacalco, encontrando que tanto rotiferos
como cladoceros eran eficientes bacterivoros, consumiendo aproximadamente el
40% de las bacterias presentes en el medio, identificando como el mas eficiente al
cladécero C. dubia con un 49% vy al rotifero B. havanaensis como el organismo

menos bacterivoro con el 15% de consumo.

Nandini et al. (2004) evaluaron el crecimiento poblacional de cuatro especies de
clad6ceros. Estas fueron Alona rectangula, Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa y
Daphnia pulex en la misma planta y tipos de agua que Sarma et al. (2003).
Observaron que las poblaciones de distintas especies de claddceros crecieron de
manera diferente en cada tipo de agua. Asi, A. rectangula no sobrevivio en el agua
cruda mas de 5 dias, pero en cambio mostré un crecimiento similar al testigo con el
agua del reactor bioldgico. C. dubia vivi6 solamente 7 dias en el agua cruda. D. pulex
se afectO en este tipo de agua, pues no presenta crecimiento poblacional en ningun
tipo de agua residual. Mientras que, por el contrario, M. macrocopa mostré un gran
crecimiento en aguas crudas y del reactor biolégico, aun mayor que el testigo,
aunque en el agua del sedimentador secundario ya no presentd crecimiento
poblacional. Los autores concluyen que se pueden obtener densidades
poblacionales similares a las obtenidas cultivando a las especies con el alga
Chlorella, lo que supone que las aguas residuales pueden permitir el cultivo de estas
especies y aprovechar la gran cantidad de materia organica y generar biomasa para

alimento de peces.

Nandini et al. (2005) continuando con este trabajo (en las cuatro especies de
clad6ceros seleccionadas), realizaron la tabla de vida, calcularon la sobrevivencia,
esperanza de vida, fecundidad, promedio de tiempo de vida, tasa reproductiva bruta,

tasa reproductiva neta, tiempo generacional y la tasa de crecimiento intrinseco. En



general las tendencias fueron similares que en sus experimentos anteriores.
Observaron que cada especie respondia de manera diferente al crecer en aguas
residuales en los diferentes niveles de tratamiento y mostrando, en los pardmetros
evaluados, niveles menores que en los grupos testigo. Sin embargo encontraron que
el estanque donde mejor se desarrollaban fue el correspondiente al de tratamiento
secundario aunque a excepcion de M. macrocopa, los grupos testigos mostraron una
tasa de incremento poblacional mayores que en los tratamientos con aguas
residuales. Concluyeron que la materia organica en estos tanques puede ser
cosechada como cladoceros los cuales pueden ser utilizados para obtener quitina

con varios usos en la industria farmacéutica.

Por su parte Schmit et al. (2007) ofrecieron al ostrdcodo Eucypris virens ocho tipos
de alimento previamente congelados, que fueron Artemia sp., Mysis sp., Chironomus
sp., Daphnia sp., espinacas y coles de bruselas (previamente descongelados),
“Spirulina” (de un alimento comercial para pez conteniendo 7% de Spirulina sp.) y
filamentos vivos de la cianobacteria dulceacuicola Tolypothrix tenuis. Los autores
reportaron que los ostracodos prefieren las espinacas y la cianobacteria, ademas de

gue la segunda les ofrece una opcidn para mudar y colocar sus huevos.

Pefia-Aguado et al. (2007) realizaron un estudio del comportamiento alimenticio de la
especie de pez Ameca splendens con los tipos de presa comunes para estos
organismos (rotiferos, claddceros y ostracodos) durante las primeras 10 semanas
después del nacimiento. Encontraron que el éxito de captura de las presas pequefias
era bastante alto y constante durante el periodo del estudio, mientras que la captura
e ingesta de las presas grandes como el claddcero S. vetulus y los adultos del
ostracodo H. incongruens aumento con la edad de los peces, presentando la mayor

cantidad de encuentros y ataques para este ultimo a partir de la séptima semana.

Chaparro (2007) realiz6 experimentos sobre la preferencia alimenticia del ajolote
Ambystoma mexicanum; ofreciendo varias especies de zooplancton que, de manera
comun, se localizan en el lago de Xochimilco, habitat de esta especie, entre ellas H.
incongruens. Observd que las larvas de este organismo a lo largo de su desarrollo

muestran una preferencia por este ostracodo como alimento.



Oleszczuk (2008) realiz6 experimentos de bioensayo utilizando Heterocypris
incongruens. Estudio varios lodos de desecho de diversas plantas de tratamiento en
Polonia en cuanto a su toxicidad para este ostracodo. El impacto potencial fue
evaluado en términos de sus propiedades fisicoquimicas, contenido de metales
pesados y contenido de hidrocarburos aromaticos policiclicos sobre la mortandad e
inhibicion del crecimiento de los crustaceos. Las concentraciones de lodos de
desecho empleadas fueron del 6, 12 y 24% que ocasionaron mortalidades del O al
70%, del 4.7 al 72.1% y del 0 al 100%, respectivamente. La concentracion letal
media calculada para cada lodo se presentd en un intervalo de 88 a 956 g lodos de
desecho/ kg PH. En promedio, la inhibicién del crecimiento fue del 39.7 al 46.6%

(dependiendo de la concentracion de exposicion).






4 .- Justificacion

Los ostracodos han sido ampliamente estudiados debido a que su registro foésil
provee una invaluable herramienta para la reconstruccion de los cambios
ambientales del pasado, incluyendo cambio climatico y eutrofizacién antropogénica.
Sin embargo se requiere profundizar sobre la fisiologia, el comportamiento y la
ecologia de las formas recientes (Schmit et al., 2007). Los organismos seleccionados
han sido poco estudiados, por lo que se podra aportar conocimiento sobre su

biologia y aspectos ecoldgicos.

Por otro lado, las grandes ciudades como la de México, requieren de gran cantidad
de agua para su sostén y desarrollo, lo que genera enormes efluentes de aguas de
deshecho o residuales. Hoy en dia se conoce que del 100% del agua que se
encuentra en el planeta solo el 1% es agua continental y, de esta, sélo el 30% es
agua disponible para los diferente usos y aplicaciones dados por los seres vivos,
incluidos los humanos (De la Lanza y Garcia, 2002). De ahi la importancia de
optimizar el uso del recurso y una de estas formas es el tratamiento adecuado de las
aguas residuales tanto para su posterior reutilizacion como para reducir el impacto

gue involucra la descarga de estos efluentes a los ecosistemas acuaticos.

La propuesta de este trabajo de investigacion se sustenta en el cultivo de ostrdcodos
con la materia organica presente en aguas residuales urbanas, encaminado a la
generacion de biomasa y, con ello, darle un uso paralelo a estos residuos.
Particularmente, porque los ostracodos son organismos fundamentalmente
bentdnicos y se alimentan de materia organica particulada. Las aguas residuales
domésticas de la Ciudad de México contienen predominantemente residuos
organicos. si bien pueden contener muchas otras sustancias incluyendo compuestos
farmacéuticos (i.e. medicamentos no usados o caducos), insecticidas, metales
pesados, hidrocarburos poliaromaticos, entre otros (Droste, 1997). Estos no son
evaluados en el presente trabajo puesto que el enfoque principal del proyecto es
evaluar si el ostracodo H. incongruens puede ser cultivado empleando residuos
domésticos contribuyendo a la reduccion de la carga de la materia organica

particulada presente ademas de generar biomasa.



5.- Hipétesis

Si la materia organica obtenida de aguas residuales domésticas de una planta de
tratamiento, ofrecida como Unico alimento, permite valores de la dinamica
poblacional de la especie Heterocypris incongruens similares a los obtenidos al
alimentar a la especie con el alga Scenedesmus acutus, entonces se podra utilizar la

materia organica de la planta de tratamiento para producir biomasa.

6.- Objetivo General

Evaluar la dinamica poblacional de la especie Heterocypris incongruens cultivada
con dos diferentes tipos de alimento, la materia organica obtenida de aguas

residuales domesticas y el alga verde Scenedesmus acutus.

Objetivos particulares
6.1. Evaluar el crecimiento poblacional de la especie del ostracodo Heterocypris
incongruens con las dos diferentes dietas (materia organica y alga S. acutus) y los

tres niveles de alimento (5.8, 11.6 y 23.2 pg mL™ peso seco).

6.2. Determinar la tabla de vida demografica del ostracodo H. incongruens con las
dos diferentes dietas y los tres niveles de alimento.

6.3. Derivar la tasa de crecimiento poblacional de la especie con cada una de las

dietas y concentraciones de alimento.

6.4. Determinar la abundancia maxima, sobrevivencia y fecundidad de la especie de
ostracodo seleccionada al ser alimentada con las dos diferentes dietas y los tres

niveles de alimento.

6.5.- Evaluar el contenido de materia organica e inorganica, cantidad de proteinas,

lipidos y carbohidratos presente en ambas dietas.



7.- Materiales y métodos

El agua para los tratamientos fue proporcionada por la planta de tratamiento de
aguas Residuales de la Unidad Habitacional El Rosario (Delegacién Azcapotzalco).
Esta planta se selecciond por su cercania con la F.E.S. Iztacala y porque el efluente
de aguas que recibe la planta es principalmente doméstico proveniente de la unidad
habitacional. Para el desarrollo del proyecto se tomaron semanalmente
aproximadamente 3000 mL del agua del estanque receptor de las aguas crudas
(cerca del tubo de vertido, evitando tomar fragmentos cuyo tamano fuera visible
(mayor de 5 mm). Ya en el laboratorio se realizaba un filtrado con malla de 200 um
para retirar particulas superiores a este tamafo (con base en la talla reportada para
este ostracodo se considerd que particulas de este tamano 0 menores serian mas
facilmente consumidas por los organismos). Se conservo esta agua en refrigeracion

previo a los ensayos.

Los ostracodos de la especie Heterocypris incongruens fueron originalmente
obtenidos de un cuerpo de agua temporal en la ciudad de Guanajuato (Estado de
Guanajuato, México). A partir de un solo individuo partenogenético, los cultivos se
establecieron en acuarios de 10 L con un medio reconstituido moderadamente duro
(medio EPA) y se suministro el alga verde Scenedesmus acutus como alimento
(Cepa no. 72, Universidad de Texas centro de colecciones, Austin, EE.UU.). El
medio EPA fue preparado por disolucion de 0.9 g de NaHCO3, 0.6 g de CaSQy4, 0.6 g
de MgSO4 y 0.002 g de KCI en un litro de agua destilada (Weber, 1993). S. acutus
fue cultivada en botellas transparentes de 2L, utilizando nutrientes definidos (del
medio basal Bold, Borowitzka y Borowitzka, 1998).

Durante los cultivos masivos y el periodo experimental, se mantuvieron condiciones
de iluminacion fluorescente difusa, y temperatura y pH delaguaen23+1°Cy, 7.1
-7.3, respectivamente. La dieta de algas se ofrecié en una concentracién de 0.5X10°

a 1.0X10° células mL" de S. acutus.

Para determinar la cantidad de alga suministrada como alimento durante el cultivo
principal y el periodo experimental de Heterocypris incongruens, se cosecho S.

acutus durante la fase lag; se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min., se enjuago y



volvié a resuspender en volumenes conocidos de agua destilada. Para contar la
densidad de algas se utilizd un hemocitometro. Para los experimentos se utilizaron
tres concentraciones de algas como alimento, con base en otros experimentos
demograficos con zooplancton la concentracién de algas donde se obtuvieron
buenas respuestas poblacionales fue de 1.0X10° de células de alga (Nandini y
Sarma, 2003), se decidio a partir de esta cantidad considerar una concentracion 50%
menor y una 100% mayor asi se establecieron tres concentraciones experimentales:
0.5X10°, 1.0X10° y 2.0X10° células mL™" de S. acutus. Su equivalente en peso de
materia seca (PS) es 5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL™, respectivamente (Pefia-Aguado et
al., 2005).

La cantidad de solidos en suspension presentes en las aguas residuales se estimé
por cuadruplicado. El agua traida de la planta fue pasada a través de una malla de
nylon de tamafo de poro de 200 um (para eliminar las particulas grandes), y luego
centrifugada a 4000 rpm durante 5 min. Cada una de las cajas Petri que se
emplearon fue pesada previamente, posteriormente se colocaron los residuos
sélidos precipitados y cada caja se peso6 con los residuos humedos en una balanza
Cahn, Modelo C-33, a el peso obtenido se resto el peso de la caja Petri para obtener
el peso de la materia particulada del agua residual. La materia particulada recogida
se seco a 65 °C durante 24 h en un horno (Rhiossa SA 50-300 °C). Al dia siguiente,
las cajas se pesaron de nuevo. La diferencia en porcentaje entre peso humedo y
peso seco se empled para calcular la cantidad de alimento en peso humedo en que
se ofrecieron los residuos organicos, con base en su equivalente al peso seco de las

concentraciones de alga que se mencionaron anteriormente.

Para los diferentes experimentos, la cantidad de materia particulada de aguas
residuales que se establecidé para las tres concentraciones se obtuvo de la siguiente
manera: diariamente se concentraba la materia particulada suspendida mediante la
centrifugacion del agua de la planta, la pastilla se pesaba segun la proporcién peso
seco-peso humedo calculada previamente para cada concentracién de alimento
elegida, la fraccion en peso humedo de materia particulada obtenida era entonces
disuelta en 100 mL de medio EPA.



El experimento de crecimiento poblacional fue realizado en frascos de 200 ml que
contenian 100 mL de medio EPA conteniendo cada uno de los dos tipos de
alimentos a las concentraciones elegidas. En cada uno de los 24 frascos de prueba
(2 tipos de alimentos X 3 concentraciones X 4 repeticiones) que contenian el tipo de
alimento y la concentracion elegida, se introdujeron 10 individuos de H. incongruens
de diversas edades tomados al azar, usando una pipeta Pasteur observando bajo
microscopio estereoscépico (Nikon SMZ645, Japon) con un aumento de 20X. Una
vez iniciado el experimento de crecimiento, cada 24 horas se cuantifico la densidad
de ostracodos en cada frasco por conteo total, trasladando los huevos y los
individuos sobrevivientes a un nuevo frasco que contenia medio fresco con el tipo de
alimento a la concentracion respectiva. Los experimentos se suspendieron después
de 50 dias, que fue el tiempo en que las poblaciones de H. incongruens, en la

mayoria de repeticiones, llegaron a una fase estacionaria.

Con base en los datos obtenidos, se derivo la tasa de incremento poblacional (r).
Para cada replica se derivo r por separado y la densidad maxima alcanzada por la

poblacion de ostracodos en cada tratamiento.
La tasa de crecimiento poblacional se estimé a partir de la formula (Krebs, 1985):

r=(In N¢-In No)/t
donde:
r = tasa de crecimiento poblacional;
N, = densidad inicial;
N; = densidad final (ind. mI™") (en relacion con t);

t = tiempo en dias.

Para estimar los parametros de la a tabla de vida en H. incongruens sometidos a las
diferentes dietas experimentales y los tres niveles de alimento, las pruebas se
efectuaron en un medio similar al empleado en las pruebas de crecimiento
poblacional Para ello se colocaron 10 individuos de una semana de nacidos de la
especie H. incongruens (se decidié de colocar individuos de esta edad debido a que
los organismos de menor edad morian en la primera semana del experimento) con el

tipo de alimento, volumen y concentracion correspondiente. Fueron contados



diariamente, eliminando los individuos muertos y transfiriendo el resto a un nuevo
frasco con el tratamiento indicado. Al alcanzar la edad reproductiva, los huevos y/o
neonatos fueron contados y retirados del contenedor experimental para mantener

so6lo la poblacién inicial hasta que el ultimo individuo de los 10 iniciales murid.
Los parametros de tabla vida que se evaluaron fueron (Krebs, 1985):

Sobrevivencia (lx): La proporcion de individuos sobrevivientes a la edad x desde el

nacimiento) obtenida con la siguiente formula:
N x
No

donde ny es el numero de individuos vivos en la edad x y np es el numero inicial de

Ix =

individuos.

Fecundidad (my): El promedio de descendientes por hembra producidas durante la

edad x, calculada con la siguiente formula:

hx
M=

|x

donde hy es el numero de huevos o crias neto a la edad x.

Promedio de vida (Lx): Numero de individuos vivos en promedio durante el intervalo

de edad de x a x+1, calculada con la siguiente formula:

Nk+Mk+1
2

Tiempo de vida (Tx ): Tiempo que sobrevive un organismo:

Tx=) Lx
X
Esperanza de vida (ex), Esperanza de alcanzar una edad x:

TX
&=
Nx

L=



Tasa reproductiva bruta:

D> my

0
Tasa reproductiva neta (Ro): Numero promedio de progenie hembra que es capaz de

producir cada hembra de la poblacién en toda su vida.

R0=i|xrnx
0

Tiempo Generacional (G): Tiempo que han sobrevivido los individuos hasta llegar a

una edad x.

G D lxmix
Ro
Tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r) Ecuacion de Euler-Lotka

ie‘rmﬂxm =1
x=0

Para determinar las diferencias significativas entre los siguientes parametros
evaluados: maxima densidad poblacional, tasa de crecimiento, promedio de vida,
esperanza de vida, reproduccion bruta, reproduccion neta, tiempo generacional y r
derivada de ecuacion de Euler-Lotka, se realizé un analisis estadistico de varianza
(ANOVA) de dos vias. Para determinar con mayor claridad entre cuales tratamientos
se encontraban tales diferencias, se realizd6 como prueba post-hoc la prueba de
Tukey, mediante el empleo del programa Statistica version 5 (Statsoft Inc, Oklahoma,
EE.UU). Para determinar las diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones de alimento de los experimentos de crecimiento poblacional y la
sobrevivencia, esperanza de vida a edad especifica y fecundidad, se realizé un
analisis estadistico de varianza de medidas repetidas de una via. Este analisis, asi
como las graficas obtenidas para los diferentes tratamientos, fueron elaborados con

el programa Sigma Plot version 11.



8.- Resultados

8.1.- Crecimiento poblacional

El experimento duré 50 dias periodo en el que H. incongruens sélo se reprodujo
partenogenéticamente. El color de las valvas de los ostracodos difirid dependiendo
del tratamiento. En los cultivos con alga presentaron un color naranja brillante,
mientras que en los de residuos organicos presentaron un color amarillo palido. Los
huevos fueron depositados en agregados y también eran diferentes en color

coincidiendo con el color de las hembras que los pusieron.

Las curvas de crecimiento de la poblacién de H. incongruens en relacion con los
diferentes tipos de alimento y las concentraciones se presentan en la figura 3.
Independientemente del tipo de alimento y concentracion, esta especie mostré una
larga fase lag de aproximadamente 3 semanas, después de la cual la fase de
crecimiento poblacional se inici6 y continué durante 20 a 30 dias, dependiendo del

tratamiento.

En general las maximas abundancias se presentaron alrededor del dia 45 en los
tratamientos con alga, mientras que en los que se ofrecié materia organica, ésta se
presentd hasta el dia 50 aproximadamente, con excepcion del tratamiento con menor
concentracion, donde el crecimiento poblacional fue muy veloz, alcanzando el
maximo entre los 25 y 30 dias, seguidos de un fuerte decaimiento de la poblacién.
Esto se observa también en la concentracion intermedia aunque dicho decaimiento
es mas ligero, mientras que, al alimentarse con alga, la poblacion tendié a

estabilizarse una vez alcanzada su densidad maxima y decay6é mas lentamente.
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Figura 3.- Crecimiento poblacional de H. incongruens alimentado con alga S. acutus (circulos blancos)
y materia organica particulada (circulos negros) en tres diferentes concentraciones (5.8, 11.6 y 23.2

ug PS mL'1). Se muestra el promedio + error estandar basado en cuatro réplicas.



Cuando Heterocypris incongruens fue alimentado con la dieta de algas, al duplicar el
nivel de alimento de 5.8 a 11.6 yg PS mL™", la abundancia maxima se elevd
significativamente (p<0.05, Fig. 4). Sin embargo, al incrementar la densidad del
alimento a 23.2 pg PS mL™" no se tradujo en una mayor abundancia de la poblacion,
manteniendo una densidad poblacional muy semejante a la de los organismos
alimentados con el nivel anterior de alimento (p>0.05, Fig. 4). Dentro de los
tratamientos que contienen residuos organicos, la densidad de poblacion fue
alrededor de 1.5 ind. mL™ tanto para la concentracién de 5.8 como para la de 11.6
ug PS mL™ (p>0.05, Fig. 4), pero se redujo a la mitad cuando aumenté la densidad
del alimento a 23.2 ug PS mL™" (p<0.05, Fig. 4).
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Figura 4.- Abundancia maxima de H. incongruens alimentado con los dos tipos de alimento, materia
organica de agua residual y alga S. acutus, en tres diferentes concentraciones (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS
mL™"). Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Prueba

de Tukey, p < 0.05). Se muestra el promedio + error estandar basado en cuatro réplicas.



Tabla 1.- Analisis de varianza para la abundancia maxima de H. incongruens alimentado con ambos

tipos de alimento, alga S. acutus y materia organica, en las tres diferentes concentraciones

experimentales (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL'1)

Tratamientos GL SC PSC F p

Aga ...
Entre grupos 2 6.00 3.00 8.20 0.009
Dentro del grupo 9 3.29 0.36
Materia organica
Entre grupos 2 7.74 3.87 7.00 0.014
Dentro del grupo 9 4.97 0.55

Significado de abreviaturas, GL: Grados de libertad, SC: Suma de cuadrados, PSC: Promedio de suma de

cuadrados, F: Valor de tablas, p: Varianza

La tasa de aumento de incremento poblacional (r) fue mayor (0.069 r d™') para los

organismos alimentados con alga en una concentracién de 11.6 pyg PS mL™. Sin

embargo, los ostracodos alimentados con materia organica particulada en una

concentracion menor (5.8 pg PS mL™"), presentaron una tasa de crecimiento

semejante (0.067 r d™") (p < 0.05, Fig. 5). La menor tasa de crecimiento (0.029 r d™)

se presentd en el tratamiento con la mayor cantidad de materia organica (Fig. 5). La

maxima densidad poblacional y la tasa de incremento de la poblacion fueron

significativamente afectados por el tipo de alimento y la concentracion (p < 0.05,

Tablas 1y 2).
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Figura 5.- Tasa de crecimiento poblacional de H. incongruens alimentado con el alga S. acutus y
residuos organicos a diferentes concentraciones (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL'1). Las letras diferentes

indican diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Prueba de Tukey; p < 0.05). Se

Concentracion de alimento (ug ps mL™")

muestra el promedio + error estandar basado en cuatro réplicas

Tabla 2.- Analisis de Varianza para la tasa de incremento poblacional (r) de H. incongruens con los

dos tipos de alimento, alga S. acutus y residuos organicos, y sus diferentes concentraciones.

Tratamientos

Alga

Entre grupos
Dentro del grupo
Materia organica
Entre grupos

Dentro del grupo

GL SC

0.002
0.0007

2 0.0032
0.0089

PSC

0.001
0.0001

0.0016
0.0001

F

13.27

16.35

p

0.002

0.001




Adicionalmente, 130 organismos de todas las edades se tomaron al azar del cultivo
principal alimentados con alga. Estos fueron medidos para analizar la relacion
morfométrica; los datos obtenidos fueron graficados (Fig. 6) y, por medio de una
regresion lineal de los tamafos de los organismos, se observo una clara relacion
entre la longitud y la anchura, determinando que la talla minima para esta especie al
momento de la eclosién es de alrededor de 200 ym de longitud por 150 ym de
anchura y la maxima en adultos es de aproximadamente 1,300 pym. de longitud por

850 um de ancho.
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Figura 6.- Relacion morfométrica (anchura y longitud) de H. incongruens desde el nacimiento hasta

adultos en organismos cultivados con alga. Medidas dadas en  micrdmetros.



8.2.- Tabla de vida

8.2.1 Sobrevivencia

La sobrevivencia a edad especifica (I) de la especie se afecta con la concentracion y
tipo de alimento, cuando los organismos son alimentados con alga la probabilidad de
vivir mas tiempo aumenta con el incremento en la disponibilidad de alimento (p<0.05,
Tabla 3) aunque se aprecia que la concentracion de 11.6 uyg PS mL" es mejor para
esta especie pues al duplicar esta cantidad la sobrevivencia disminuye (p<0.05,
Tabla 3).

Por otro lado, al ofrecer materia particulada a los ostracodos esta tendencia se
invierte y es en la concentracion mas alta donde se presenta mayor mortandad
(p<0.05, Tabla 3), no solo comparada con las otras concentraciones de este mismo
alimento que entre si no presentaron diferencias significativas (p>0.05, Tabla 3), sino
también sobreviven aproximadamente una semana menos que los organismos
alimentados con la menor cantidad de alga. Conforme disminuye la cantidad de
materia en el medio, la especie sobrevive aproximadamente tres semanas mas,
incluso sobrevive una semana y media mas con respecto al tiempo que vivieron los

ostracodos alimentados con la concentracién mas alta de alga (Fig.8).

Cuando los organismos fueron alimentados tanto con residuos organicos como con
alga se observa que en la menor concentracion de alimento durante los primeros
dias de vida hay mas mortandad que en las concentraciones mayores. Asi, conforme
se aumentd la cantidad de alimento, los individuos se mantuvieron vivos por mas

tiempo y no se presentaron muertes hasta alcanzar una mayor edad.
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Figura 8.- Supervivencia de H. incongruens alimentado con alga S. acutus (circulos blancos) y materia

organica particulada (circulos negros) en tres diferentes concentraciones (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL"
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Tabla 3.- Andlisis de varianza de medidas repetidas de una via, para sobrevivencia a edad especifica
(Ix), reproduccién a edad especifica (my) y esperanza de vida a edad especifica (e,) de H. incongruens
alimentado con dos tipos de alimento alga S. acutus y materia organica particulada en tres diferentes
concentraciones experimentales (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL'1). ) Para cada parametro, letras

diferentes denotan diferencias significativas (Prueba de Tukey, p < 0.05)

p 58 yg PS 11.6 uygPS 23.2 ug PS
mL" mL™ mL™
Sobrevivencia (Ik) alimento M.O.P.  P=0.002 a a b
Reproduccion (my) alimento alga P=0057 NS g2 a a
Reproduccion (my) alimento M.O.P. P=<0.001 a a b
Esperanza de vida (ex) con alga P=<0.001 a b b
Esperanza de vida (ex) con M.O.P. P=<0.001 a b c

8.2.2 Esperanza de vida a edad especifica

Se observa una tendencia similar a la presentada en la sobrevivencia donde H.
incongruens, al ser alimentado con alga, incrementa su esperanza de vida al duplicar
el alimento de 5.8 pg mL™ a 11.6 ug mL™ (p<0.05, tabla 3). Sin embargo, como ya se
ha observado, al duplicar de nuevo la concentracién del alga como alimento, esto ya

no influye en la esperanza de vida en los organismos (p>0.05, Tabla 3).

Cuando los ostracodos fueron alimentados con materia organica, se observé que
existieron diferencias significativas entre los tres niveles de alimento (p<0.05, Tabla
3), pues en la concentracidon mas baja de alimento hay una mayor expectativa de
vida, incluso mas tiempo que la maxima esperanza de vida que alcanzaron los
organismos al alimentarlos con alga, mientras que al aumentar la cantidad de
materia organica como alimento, la esperanza de vida se reduce, por ejemplo, en la
mayor concentracion la esperanza de vida disminuye aproximadamente un 45% con
respecto a la ey alcanzada por los organismos alimentados con la menor

concentracion de residuos organicos (Fig. 9).
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Figura 9.- Esperanza de vida a edad especifica (e4) de H. incongruens alimentado con alga S. acutus
(circulos blancos) y materia organica particulada (circulos negros) en tres diferentes concentraciones

(5.8,11.6y23.2 ug PS mL’1). Se muestra el promedio + error estandar basado en cuatro réplicas.



8.2.3 Fecundidad

En el analisis de fecundidad se aprecia que su reproduccion no es continua, sino que
se presenta por pulsaciones con diferencia de 2 a 3 dias y la cantidad de huevos

puesta por cada ocasién es altamente variable.

Al ofrecerse los dos tipos de alimento, la especie presenta comportamientos muy
diferentes en cuanto a su reproduccion. Durante los experimentos en que fue
alimentada con alga, notamos como H. incongruens, cuando se aliment6 con alga a
5.8 ug PS mL™, inicia su reproduccién entre 3 y 4 dias antes con respecto a la
siguiente concentracién de alimento (11.6 pyg PS mL"), finalizando su periodo
reproductivo de igual forma aproximadamente una semana antes y produciendo una

menor cantidad de huevos con respecto a la concentracién mencionada.

Cuando los organismos son alimentados con alga en una concentracién de 23.2 ug
PS mL", el inicio de la reproduccion es semejante a la de los organismos
alimentados con la concentracion mas baja de alga; sin embargo, el periodo
reproductivo dura aproximadamente una semana mas al ser alimentados con la
concentracion de alimento alta; en este caso dicho periodo inicia y finaliza
aproximadamente al mismo tiempo que los ostracodos alimentados con la
concentracion intermedia. En estos dos ultimos tratamientos, la cantidad de huevos
producida es semejante. Estadisticamente no se presentan diferencias significativas

entre los tres niveles de alimento al ser alimentados con alga (p>0.05, Tabla 3).

En cuanto a la reproduccion de los organismos alimentados con materia organica
particulada, ésta fue afectada por el tipo de alimento puesto que disminuyd
considerablemente con respecto a la de los organismos alimentados con algas. En
cuanto al inicio reproductivo y al numero de huevos, las dos concentraciones mas
bajas presentaron tendencias semejantes entre si (p<0.05, Tabla 3), mientras que en
la concentracién mas alta (23.2 yg PS mL"), nunca se presentd reproduccion

durante todo el ciclo de vida de los organismos.

Adicionalmente, al observar las figuras de fecundidad notamos que la principal

reproduccion se presentd durante los primeros dias, posteriores al inicio de la edad



adulta, presentando los valores mas altos aproximadamente a la mitad de su ciclo de

vida y disminuyendo conforme la edad de los organismos aumentaba, por lo que,

aunque la puesta de huevos se prolongd hasta la muerte de los organismos, el

numero de éstos disminuye con la edad (Fig.10).
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Figura 10.- Reproduccién a edad especifica de H. incongruens alimentado con alga S. acutus

(circulos blancos) y materia organica de agua residual (circulos negros) en tres diferentes

concentraciones (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL'1). Se muestra el promedio * error estandar basado en

cuatro réplicas.



Las otras variables de tabla de vida analizadas (promedio de vida, esperanza de
vida, reproduccion neta y bruta, tiempo generacional y tasa de incremento
poblacional (r )), mostraron la misma tendencia observada en el comportamiento
poblacional, ya que al alimentarse con alga, los valores aumentan conforme la
cantidad de alimento se incrementd, mientras que, al ofrecerse materia organica
como alimento, los valores de tabla de vida disminuyeron conforme se aumenté la
concentracion de dicho material en el medio. Los valores promedio para cada
variable con los diferentes tratamientos y el analisis estadistico (Prueba de Tukey) se

muestran en las tablas 10 y 11.

8.2.4 Promedio de vida

El promedio de vida aumenté de 32 a 40 dias conforme se incrementd la
concentracion de alga, mientras que, al incrementar la concentracion de materia
organica esta disminuyé de 47 a 30 dias. Sin embargo, a diferencia de lo observado
en los aspectos reproductivos, los organismos alimentados con este ultimo tipo de
alimento presentaron valores mas altos con respecto al tratamiento con alga. Tanto
en los diferentes tipos de alimento, como en la interacciéon de ambos se presentaron

diferencias significativas (p< 0.05, Tabla 4).

8.2.5 Reproduccién bruta

Al alimentarse con alga en la reproduccién bruta la cantidad de descendientes por
hembra se presentaron dentro de un intervalo entre 42 y 54, siendo en la
concentracion intermedia de alimento donde mas descendientes se producen por
hembra (54) aunque el analisis de varianza no indica diferencias significativas entre
los niveles de alimento (p>0.05, Tabla 5). Mientras que los organismos alimentados
con residuos organicos solo se reprodujeron al ser alimentados con las
concentraciones mas bajas, sin embargo, aunque presentaron reproduccion, el
numero de descendientes por hembra no rebasaron las 13.4, es decir, la cuarta parte
de las crias por hembra cultivadas con alga. Estadisticamente, sin embargo, la
interaccion de ambos factores no presenta diferencias significativas (p> 0.05, Tabla
5).



8.2.6 Reproduccioén neta

En la evaluacién de la reproduccion neta se considera también la sobrevivencia, por
lo que se presentaron valores mas bajos con respecto a la reproduccién bruta. Asi,
esta vez, el valor mas bajo se observé en los organismos alimentados con algas a
una concentracion de 11.6 ug PS mL™. Por su parte al ofrecer materia organica, la
reproduccion neta se redujo un 75% con respecto al tratamiento con alga, ademas
de que solo hubo reproduccion al ofrecer las dos concentraciones menores de
alimento. Estadisticamente ninguna de estas tasas presentaron diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones de alimento (p>0.05, Tablas 6, 10

y 11), ni su interaccién (p>0.05, Tabla 6).

8.2.7 Esperanza de vida desde el nacimiento

La esperanza de vida para esta especie fue de hasta casi 40 dias con una
concentracion de alga de 23.2 ug mL™, pero aumenté a 47 dias con una cantidad de
materia organica mucho menor (5.8 pg mL™"). Estadisticamente se presentan
diferencias significativas entre los diferentes niveles de alimento (p<0.05, Tabla 7) y
en la interaccion entre ambas dietas (p<0.05, Tabla 7) principalmente con respecto a
las concentraciones mas altas de alimento en ambas dietas (Prueba de Tukey,
Tablas 10y 11).

Tabla 4.- Analisis de varianza de dos vias para el promedio de vida del ostracodo H. incongruens
alimentado con alga S. acutus y residuos organicos con tres concentraciones de alimento probadas
(5.8,11.6 y 23.2 uyg PS mL™).

Fuente de GL SC PSC F P
variacion

Residuos 1 107.950 107.950 10.996 0.004
Organicos

Alga 2 149.530 74.765 7.616 0.004
Residuos 2 658.903 329.452 33.560 <0.001
organicos x

Alga

Residual 18 176.703 9.817

Total 23 1093.086 47.525




Tabla 5.- Analisis de varianza de dos vias para la reproducciéon bruta del ostracodo H. incongruens
alimentado con alga S. acutus y residuos organicos con tres concentraciones de alimento probadas
(5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL™).

Fuente de GL SC PSC F P
variacion

Residuos 1 9700.548 9700.548 70.019 <0.001
Organicos

Alga 2 534.028 267.014 1.927 0.174
Residuos 2 121.528 60.764 0.439 0.652
organicos X

Alga

Residual 18 2493.743 138.541

Total 23 12849.847 558.689

Tabla 6.- Analisis de varianza de dos vias para la reproduccion neta del ostracodo H. incongruens
alimentado con alga S. acutus y residuos organicos con tres concentraciones de alimento probadas
(5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL™).

Fuente de G.L S.C MS F P
variacion

Residuos 1 4053.400 4053.400 96.374 <0.001
Organicos

Alga 2 84.023 42.012 0.999 0.388
Residuos 2 80.903 40.452 0.962 0.401
organicos X

Alga

Residual 18 757.062 42.059

Total 23 4975.390 216.321

Tabla 7.- Andlisis de varianza de dos vias para la esperanza de vida desde el nacimiento del

ostracodo H. incongruens alimentado con alga S. acutus y residuos organicos con ftres

concentraciones de alimento probadas (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL'1).

Fuente de GL SC PSC F P
variacion

Residuos 1 107.950 107.950 10.996 0.004
Organicos

Alga 2 149.530 74.765 7.616 0.004
Residuos 2 658.903 329.452 33.560 <0.001
organicos X

Alga

Residual 18 176.703 9.817

Total 23 1093.086 47.525




8.2.8 Tiempo generacional

La edad promedio a las que las hembras se reprodujeron (Tiempo generacional)
vario entre 27 y 39 dias para ambos tratamientos, el valor mas alto se presenté en el
tratamiento con materia organica (39 dias) donde en las Unicas dos concentraciones
en que hubo reproduccién ambos valores fueron muy semejantes (p>0.05, Tabla 8).
Estadisticamente la interaccion de ambos tipos de alimento presenté diferencias
significativas (p< 0.05, Tabla 8).

8.2.9 Tasa de incremento poblacional (r)

La tasa de incremento poblacional (r) mostré una tendencia contraria a lo observado
en los otros paramentos del tratamiento con alga, pues la tasa mayor se presenté
cuando la especie fue alimentada con la menor concentracion de alga, mientras que
con las otras dos concentraciones la tasa disminuy6. Estadisticamente ambos
parametros presentan diferencias significativas entre los tres niveles de alimento y su
interaccion (p<0.05, Tablas 9,10 y 11).

Para el caso de los tratamientos con materia organica estos valores fueron 50% mas
bajos en comparacion con los de alga, estadisticamente solo se presentan
diferencias significativas con la concentracion mayor de alimento pues esta no

presento reproduccion (Prueba de Tukey, Tabla 11).

Tabla 8.- Analisis de varianza de dos vias para el tiempo generacional del ostracodo H. incongruens
alimentado con alga S. acutus y residuos organicos en tres concentraciones de alimento probadas
(5.8,11.6 y 23.2 uyg PS mL™).

Fuente de G.L S.C MS F P
variacion

Residuos 1 168.456 168.456 23.193 <0.001
Organicos

Alga 2 1679.854 839.927 115.642 <0.001
Residuos 2 2355.934 1177.967 162.184 <0.001
organicos x

Alga

Residual 18 130.736 7.263

Total 23 4334.980 188.477




Tabla 9.- Analisis de varianza de dos vias para tasa de crecimiento poblacional de la ecuacién de
Euler para el ostracodo H. incongruens alimentado con alga S. acutus y residuos organicos en tres

concentraciones de alimento probadas (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL'1).

Fuente de G.L S.C MS F P
variacion

Residuos 1 0.0410 0.0410 184.104 <0.001
Organicos

Alga 2 0.00623 0.00311 13.978 <0.001
Residuos 2 0.00212 0.00106 4.769 0.022
organicos X

Alga

Residual 18 0.00401 0.000223

Total 23 0.0534 0.00232

Tabla 10.- Prueba de Tukey para las variables de tabla de vida de H. incongruens alimentada con tres

concentraciones de alga S. acutus (5.8, 11.6 y 23.2 ug PS mL™"). (Las letras diferentes en cada

parametro indican diferencias significativas entre niveles de la dieta).

r de Euler

5.8 ug mL"

0.131 +0.0014°

11.6 ug mL"

Promedio de vida 32.4 +1.17° 37.13 + 2.53% 40.225+ 0.88°
Esperanza de vida 31.9+ 1.17° 36.63 + 2.53% 39.725 + 0.88°
Reproduccion Bruta ~ 47.2 + 3.76° 54.15 + 10.88° 42.639 + 7.37°
Reproduccion Neta 32 +1.07° 29.2 +6.41° 31.175 + 3.32°
Tiempo generacional 27.42 + 0.38° 32.4 +1.06° 33.127 + 2.29°

0.108 + 0.004°

23.2 uyg mL"

0.109 + 0.004°

Tabla 11.- Prueba de Tukey para las variables de Tabla de vida de H. incongruens alimentada con

tres concentraciones de materia organica particulada (MOP) (5.8, 11.6 y 23.2 uyg PS mL'1). (Las letras

diferentes en cada parametro indican diferencias significativas entre niveles de la dieta,).

5.8 ug mL" 11.6 pg mL"’ 23.2 uyg mL™"
Promedio de vida 47 4 + 2.37° 44.85+0.71° 30.25 +0.23°
Esperanza de vida 46.9 + 2.37° 44.35+0.71° 29.75+0.23°
Reproduccién Bruta ~ 13.34 + 1.98° 10.07 + 4.13%° -
Reproduccién Neta ~ 8.33 + 1.142 6.08 + 2.93%° b
Tiempo generacional 38.89 + 1.97° 38.16 £ 0.72° b
r de Euler 0.06 +0.0? 0.04 + 0.02° _k




Las muestras de materia particulada fueron analizadas en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia por personal del departamento de nutricibn animal y
bioquimica mediante un analisis quimico proximal, los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12.- Resultados de analisis quimico proximal de materia particulada de aguas residuales.

Elemento Valor en porcentaje
Materia seca 7.65%

Humedad 92.35%

Proteina cruda 1.14%

Extracto etéreo 1.36%

Cenizas 2.71%

Fibra cruda 0.98%
Carbohidratos 1.45%

Partiendo del 7.65% de materia seca como un 100%, tenemos que en la materia
particulada encontramos un 35% de ceniza, es decir materia inorganica, por lo que el
restante 65% corresponde a materia organica; de esta se obtuvo un 14.9% proteina,

17.7% de extracto etéreo (grasas) y 18.95% de carbohidratos.



9.- Discusion

Heterocypris incongruens se reproduce fundamentalmente a travées de la
partenogénesis. Las poblaciones de esta especie presentan una distribucion
cosmopolita. Sin embargo, son pocas las poblaciones con reproduccion sexual
conocidas y se localizan en algunos sitios de Europa, Africa y América del Norte; la

mayoria de las poblaciones de esta especie son asexuales (Chaplin et al., 1994).

Hay algunos indicios de que el mismo individuo de H. incongruens produce dos
diferentes tipos de huevos: los que eclosionan en menos de 10 dias y los huevos
latentes que toman mucho mas tiempo en eclosionar (Angell y Hancock, 1989). En
este estudio se encontraron ambos tipos de huevos, los que eclosionaron en un
plazo de 6 a 10 dias y los que demoraron un mayor tiempo en hacerlo; de acuerdo a
Havel y Talbott (1995), este tiempo puede oscilar de 10 a 120 dias o mas. Estos
huevos son considerados latentes, sin embargo, ninguno de los dos tipos de huevo
son sexuales, son solo las condiciones ambientales las que determinan la eclosién
de todos los huevos o la permanencia en estado latente de éstos (Rossi y Menozzi,
1996).

En los cultivos se encontraron huevos color naranja y también masas de huevos casi
de color blanco. Ambos colores de huevos presentaron los mismos patrones de
eclosion (la mayoria eclosioné alrededor de 6-10 dias, aunque algunos tardaron mas
tiempo). Los colores de los huevos, asi como de los adultos, probablemente reflejan
la dieta con la cual las hembras fueron cultivadas ya sea con alga o con la materia
organica particulada. Esta conclusion se apoya en un estudio llevado a cabo casi 5
décadas atras, lo que demuestra que cuando H. incongruens es cultivada con el alga
verde Chlorella vulgaris desarrollan un color naranja brillante en las valvas de su

caparazon (Green, 1959).

En general las especies partenogenéticas tienen tasas de crecimiento mas altas que
las que tienen reproduccion sexual. En las especies que se reproducen por
partenogénesis, las pautas de aumento de la poblacion dependen de la frecuencia
con que la hembra pone los huevos y el tiempo necesarios para su eclosion (Wallace

et al., 2006). Los patrones de crecimiento de las poblaciones de ostracodos varian



dependiendo de la especie. Para el caso de H. incongruens, esta especie presenta
un crecimiento poblacional mas lento, comparado con otros grupos de crustaceos de
reproduccion asexual como, por ejemplo, los cladéceros (Nandini y Sarma, 2003),
pero comparable a copépodos (alrededor de 0.1 por dia, Nandini y Sarma, 2007). La
baja tasa de crecimiento de H. incongruens observada en este estudio (que oscild
entre 0.03 a 0.07) se debe a la mayor edad en que alcanzan su madurez, la menor la
produccion de crias por hembra y el largo tiempo que demoran en eclosionar los
huevos (Mezquita et al., 2002).

Al evaluar una tabla de vida existen dos parametros que son muy importantes, uno
es la sobrevivencia y otro es la fecundidad (Krebs, 1985), cuando la poblacion es
sometida a diferentes condiciones ambientales como es en este caso el tipo y la
cantidad de alimento, dichos parametros se afectan ya sea aumentando o
disminuyendo, dependiendo de las estrategias evolutivas que cada especie posea
para adaptarse a las diferentes condiciones. Por eso es necesario siempre valorar
ambos parametros para conocer la respuesta de la poblacién ante las condiciones a
evaluar (Lynch, 1980).

Las tasas reproductiva neta y bruta indican como H. incongruens fue depositando
sus huevos: normalmente esta especie tiene una larga etapa de maduracién con
respecto a otros grupos de zooplancton, como los cladéceros quienes generalmente
alcanzan su madurez sexual a la semana de nacidos o antes (Sarma et al., 2005). La
mayoria de especies de crustaceos con periodos de vida largos, presentan también
una mayor edad de la primera reproduccion (y, por tanto, una larga fase lag). En
comparacién con muchos cladéceros que viven alrededor de 3 semanas (Sarma et
al., 2005), los ostracodos tienen mucho mas tiempo de vida (en algunas especies es
de hasta 10 meses) (Mezquita et al., 2002 En éste estudio, H. incongruens presentd
un ciclo de vida de aproximadamente 60 dias, presentando una larga fase lag que
dur6 de 2 a 3 semanas, similar al periodo reportado para la especie que va de 15 a
23 dias (Havel y Talbott, 1995, Rossi y Menozzi, 1996). En los experimentos
realizados, esta tendencia se mantuvo para las distintas dietas y las tres
concentraciones, excepto cuando se ofrecid la mayor concentracion de materia
organica, pues nunca se presentd reproduccién. Sin embargo, se observo que al

alimentarse con materia organica, la reproduccion inicia mas tarde que con alga. La



fase mas larga ocurrié cuando los organismos fueron alimentados con alga en una
baja concentracion y cuando se ofrecid la materia organica con una alta
concentracion. Este hecho sugiere un largo periodo antes de la maduracion lo que
indica que, en estos dos niveles, la cantidad de alimento no permite un rapido
desarrollo de los organismos y, por ejemplo, cuando se aliment6 a los ostracodos

con la concentracion mas alta de alga, la fase lag durd tan solo dos semanas.

Se observé que al alimentar a H. incongruens con materia organica, la reproduccion
inicia mas tarde que cuando se alimentan con alga pero el periodo reproductivo y su
sobrevivencia es mayor aunque la cantidad de huevos puestos disminuye
considerablemente. Esta situacion puede sugerir un trade-off o compromiso
energético de esta especie, pues podemos notar como las estrategias adaptativas de
estos organismos al ser alimentados con materia organica, van encaminadas a
invertir mas energia en su sobrevivencia que en su reproduccion. Bajo estas
condiciones alimentarias, claramente se aprecia una disminucion significativa de la
cantidad de huevos puesta con respecto a los animales alimentados con alga. Auque
la reproduccion es mas tardia, se observé que los organismos sobrevivieron mas
tiempo (hasta dos semanas mas que los cultivados con alga). Este costo
reproductivo es un fendmeno que se presenta en varios organismos los cuales a
través de su historia evolutiva, han fijado estrategias en las cuales la energia que
estan adquiriendo, si no es suficiente para encaminarla tanto a su sobrevivencia
como a su reproduccion, (considerando que ambos parametros tienen un costo
energético alto) y si la calidad o cantidad de alimento y su consiguiente aporte
energético es bajo, se realiza éste intercambio, en el cual, se compromete la energia
de uno de los parametros a favor del otro (Sarma et al., 2002). Otro indicio del costo
reproductivo para esta especie es que una vez iniciada la edad reproductiva, la
puesta de huevos se prolonga hasta la muerte de los organismos. Sin embargo, la
cantidad disminuye conforme aumenta la edad, lo que indica que esta especie

presenta algun tipo de senescencia (Sarma et al., 2002).

La reproduccion bruta siempre es mayor que la reproduccion neta, pues en esta
ultima se considera también la mortandad de los organismos en la edad reproductiva
(Krebs, 1985). No obstante, en los ejemplares de H. incongruens alimentados con la

concentracion intermedia de alga (11.6 pg PS mL™") la diferencia entre ambos



parametros se reduce en comparacion con los otros tratamientos, lo cual sugiere una
menor mortandad de los organismos en esta condicibn experimental. Esta
disminucién en la mortandad, se refleja en las abundancias de las poblaciones de
estos organismos. Las abundancias naturales de ostracodos varian de unos cuantos
individuos por litro (Nagorskaya y Keyser 2005), hasta abundancias extremadamente
altas (10 ind. ml") (Reichholf, 1983). En el presente trabajo, el maximo de
abundancia de esta especie varia de 0.5 a 1.6 ind. mL™", lo que sugiere mayor
disponibilidad de alimento en el medio. Con el aumento de la densidad de algas, la
abundancia de la poblacién de H. incongruens aumentd, aunque ya no hubo
diferencias significativas cuando se alimenté con Scenedesmus de 11.6 a 23.2 ug
PS mL™". Esto sugiere que niveles de alimento de algas cercanos a 11.6 yg PS mL”
son suficientes para la maxima abundancia de H. incongruens. Mientras al alimentar
a esta especie con la materia organica particulada con tan sélo la mitad de esta

concentracion, se presentan abundancias maximas semejantes.

Microalgas como Scenedesmus son consideradas un alimento vivo ideal para el
zooplancton por su calidad nutricional y una excelente fuente proteica, pues
presentan un buen balance de aminoacidos y bajos valores de acidos nucleicos
(Morris et al.,1999). Se ha encontrado hasta un 36% de proteina en Scenedesmus
(Dobberfuhl y Elser, 1999), mayor al 15% encontrado en la MOP analizada. En
cuanto a los lipidos, se considera que Scenedesmus, contiene altos valores de
acidos grasos que son elementos importantes para la nutricion del zooplancton;
alrededor del 21% en esta alga son lipidos (Dobberfuhl y Elser, 1999), valores
nuevamente mayores al contenido de lipidos de la MOP dada como alimento a H.
incongruens que fue del 17.7%. En apariencia, la diferencia en el contenido de
lipidos no es muy grande entre estos dos tipos de alimento, como ocurre con la
cantidad de proteina. Segun Lampert y Sommer (2007), los lipidos contienen un 80%
de carbono lo que proporciona un alto nivel energético; sin embargo, no se puede
asegurar que los valores evaluados en la MOP suministrada en este estudio a los
ostracodos pertenezcan unicamente a lipidos, puesto que al tratarse de materia
residual, puede también incluir otro tipo de grasas, como aceites u otro tipo de

residuos.



A pesar de que la MOP suministrada como alimento a H. incongruens presenté
valores nutricionales menores al alga S. acutus, cuando los desechos organicos se
utilizaron como alimento, a una densidad de 5.8 ug PS mL™", esta especie alcanzo
densidades maximas comparables a las de los organismos alimentados con algas al
doble de esta concentracion. Puede haber varias razones para ello, por un lado, los
so6lidos organicos suspendidos en las aguas residuales estan parcialmente digeridos
generalmente por microorganismos (Laws, 2000) lo cual aumenta su digestibilidad y
asimilacion de sus componentes en comparaciéon con las algas. Muchas algas
Chlorococcales presentan una baja digestibilidad varios géneros de este orden
incluyendo Scenedesmus tienen esporopolenina en su pared celular un carotenoide
polimero que impermeabiliza a las enzimas digestivas aunque la cantidad varia entre
especies. Las algas con esporopolenina tienen una digestibilidad de 0-10 % pero
ésta se incrementa del 75 al 90% una vez que su pared celular se rompe
mecanicamente. Existen organismos que no tiene la capacidad en su tracto digestivo
para romper mecanicamente la pared celular de las algas (i.e. larvas de mosquitos)
(Marten, 1986), para H incongruens esto nos puede dar una nocion del porqué en
cantidades altas de alga ya no se presentan mayores valores en los parametros

demograficos analizados.

Por otro lado, muchos organismos compensan una baja calidad alimenticia
simplemente comiendo mas, tratando de obtener asi los niveles necesarios de
nutrientes que requieren para sus funciones vitales (Ahigren et al., 1997). Al parecer
esto es lo que ocurrié con H. incongruens, puesto que en las concentraciones bajas
de materia organica encontramos mas excretas que en las mismas concentraciones
de alga, indicando que los organismos estaban comiendo mas materia y, con ello,

tratando de compensar la baja calidad de este alimento.

No obstante al ofrecer la concentracién mas alta de MOP (23.2 ug PS mL™), la baja
produccion de excretas (aunado a la nula reproduccién) de H. incongruens permite
inferir una pobre ingesta del alimento suministrada, pues por su naturaleza se
formaban aglomerados que requerian una gran manipulacion por parte de los
ostracodos para poder tomar particulas de alimento adecuadas a su talla y poder
retirar de sus apéndices la materia excedente. De tal manera, el gasto energético en

este proceso se asume elevado y aunado al escaso alimento ingerido, se



comprometen las funciones reproductivas (Delorme, 2001) como se observo en la

especie, la cual no se reprodujo bajo estas condiciones alimentarias.

Esta situacion se reflejo en la disminucion, no solo de la reproduccién, sino de la
sobrevivencia de los organismos la cual fue 50% menor a la observada en los
ostracodos alimentados la menor concentraciéon del mismo alimento (5.8 ug PS MOP
mL™"), donde al presentarse menor materia organica no se formaron aglomerados lo
que les permitié un manejo adecuado del alimento y menor inversidn de energia en
su manipulacion e ingestiéon, aumentando asi su sobrevivencia y su fecundidad

(Downing y Rigler, 1984).

Cuando la poblacion de H. incongruens fue alimentada con Scenedesmus acutus
aun en las mas altas concentraciones (23.2 ug PS mL™") esta es un alga unicelular
de tamafno mediano que aunque tiende a formar colonias, no constituyen
aglomerados de gran tamafo por lo que su ingesta (manipulacién, consumo y
limpieza de los apéndices) no representa una inversion energética adicional. De tal
manera el aumento en el crecimiento poblacional, la sobrevivencia y la reproduccion
obedece al incremento de la concentracion del alga suministrada como alimento,

aunque limitado por la digestibilidad de misma como ya se menciono (Krebs, 1985).

Si bien no se cuantificé la cantidad de alimento ingerido o remanente (no consumido)
de H. incongruens, se observd la produccidn de heces fecales en los diferentes
tratamientos y con base en las respuestas demograficas analizadas es factible inferir
bajo que condiciones experimentales se presenta una adecuada digestion y
asimilacion del alimento suministrado. Durante el transcurso de los experimentos se
realizaron varias observaciones como la del transito intestinal del alimento ingerido,
el cual fue de aproximadamente de dos horas; ademas, se noté que el tamano de las
excretas es muy grande y aproximadamente la mitad del tubo digestivo es excretado
cada vez por lo que para su total vaciado se requiere que el animal defeque dos
veces lo que ocurre en aproximadamente 80 min. en ausencia de alimento, mientras
que, una vez vacio el tracto intestinal, le toma al individuo aproximadamente 40

minutos en llenarlo de nuevo.



En la evolucion de la historia de vida, el esfuerzo reproductivo, el periodo
reproductivo, el tiempo generacional y el periodo de vida son atributos sujetos a la
seleccion natural y la relacion entre ellos se cree que reflejan las estrategias optimas
de la historia de vida de una poblacién. En relacién a esto, Sarma y Rao proponen el
empleo de la hipétesis de King, en la cual para organismos iteréparos, es decir
aquellos con varios periodos reproductivos al afo, el promedio de vida debe ser
aproximadamente el doble de la duracidén del tiempo generacional (Sarma y Rao,
1991). Es decir que durante el promedio de vida de estos organismos se deben de
producir dos generaciones. En este estudio, la relacion entre ambos parametros es
directa y lineal; sin embargo, la proporcion propuesta por King en su hipétesis no se
cumple, pues en este trabajo va de 0.98 a 1.48 (Fig. 11), cabe resaltar que los
valores mas altos los encontramos en los organismos alimentados con materia
organica, lo que refuerza lo que ya se ha discutido en el sentido de que, con este
alimento los organismos comprometen su reproduccion a favor de un periodo mas
largo de vida, produciendo una generacion y media, sin olvidar que el numero de
individuos en dichas generaciones fue escaso. Por otro lado, al alimentar con alga a
los ostracodos, aunque la cantidad de individuos por generacion fue mayor, tan sélo
se presentd una generacion durante el tiempo en que la cohorte sobrevivio. Sin
embargo la proporcion de King no siempre se cumple En otros trabajos donde se ha
reportado dicha proporcion; esta fue de 1.42 a 2.34 para el rotifero Brachionus
patulus, en Asplanchna girodi fue de 1.6 a 3.9 y en algunas especies de bdelloideos
fue >3 (Sarma y Rao, 1991).
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10.- Conclusiones

Para concluir, las repuestas demograficas de esta especie indican que la variable de
mayor sensibilidad en H. incongruens es la reproduccién (parametros reproductivos)

mientras que de la de mayor resistencia es la sobrevivencia

Este estudio mostré que H. incongruens aumentd su abundancia poblacional de 0.6
ind. mL™ cuando se alimenté con Scenedesmus con una densidad de 11.6 pg PS
mL" a alrededor de 1.6 ind. mL™" cuando se ofrecieron desechos organicos a una
densidad de 5.8 pg PS mL™". Mientras que, la esperanza de vida para esta especie
es de hasta casi 40 dias con una concentracién de alga de 23.2 ug PS mL™, pero

aumenta a 47 dias con una concentracién de 5.8 pg PS mL™" de materia organica.

Por su parte el promedio de vida aumentd de 32 a 40 dias conforme se incremento la
concentracion de alga, mientras que, al incrementar la concentracion de materia

organica esta disminuyé de 47 a 30 dias.

Con el fin de aprovechar las particulas organicas en suspension de aguas
residuales, puede ser necesario eliminar previamente a una parte de los residuos
(i.e. a través de sedimentacién), ya que una mayor concentracién de particulas (23.2
ug PS mL™") reduce los indices de crecimiento demografico de la especie H.

incongruens.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que esta especie es susceptible
de ser cultivada con materia organica de deshecho presente en aguas residuales
domésticas y con ello es factible promover el uso adicional de este material para la
obtencion de biomasa, susceptible de ser utilizada con otros fines (i.e. acuacultura).
Ademas de que se comprobo que la especie puede ser empleada para disminuir la
cantidad de MOP en las aguas de desecho sobre todo en las fases finales del

tratamiento donde dicha materia es menos abundante.

Se sugiere que se efectuen analisis de la calidad de la biomasa generada (i.e.

contaminantes, analisis quimico proximal) y se realicen experimentos para ofrecer



estos organismos cultivados con materia organica residual al siguiente nivel trofico

(i.e. peces) para evaluar su vialidad como fuente alimentaria.
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12.- Anexo
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ABSTRACT

Population groscth. patterns of the cstmeood, Hetersoypris meomgnnens have been studied using
the green algn. Soemedesmus @oums or organic waste from a water treatment plant as food, and
using dry weight equivalents of 5.8, 115, and 23.2 ug ml™! for 50 days. H. mcomgruens, in
our smdy, reproduced only parthencgenetically. The colour of the eggs and the campace valves
differed depending on the type of food. Populatiors cultured on the slgse appeared bright orange-
waloured, while those on organic waste were pale yellow. Regardleas type and concentration of food.
H. incongruens had a long lag phase of about 3 weeks. after which the exponential phase began
that continued for the next 30 to 30 days. In treatments containing an algal diet, the density of H.
imcomgruens increased with the increase of food level from 5.8 to 11.6 pg ml—!. Howewer, a further
increase in food density did mot result in a higher peak of abundance. In the treatments contaiming
argamic waste, population density was higher (about 1.6 ind. m1—1) at 5.8 and 116 g ml— L, but it
dﬂcmnﬂdbahl.'lfrh'ldanﬁlynﬂnfmmmwammtufﬁ:udmip‘gml_lj.'I'h.ﬂnma-
of population increase (r) of M. mcongrrens moged from 0,03 to LT per day, depending on food
type and concentration.

RESUMEN

e eshadiaron los patrones de crecimiento poblacional del cstricode Heferocypris incongriens
utilizando el alga verde Scemedesmur ooutur o desechos orginices de una planta de tralmiento de
aguas residuales como alimento bajo diferentes densidades (como los equivalentes de peas seco de
58 116 v 23,2 pg ml— ') durante 50 dins. H. mcomgrens en nuestro estudio sélo se reproduce
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partsnogenéticaments. El color de los huevos y las valvas de los matrfoodos difiers dependiendo
del tipo de alimentos. Los cultivados en alga pressmtaron un color naranja brillante, misntras que
les culivadcs con residucs arginicos meostrmron un color amarillo pdlide. Indepeandisntemente dal
tipo de alimento ¥ la concentracidn, H. imcompruems presentd una larga fme de adaptcidn de
aproxmadsments 3 semanas. Una vez que la fase exponencial se imicid. esta tuwo una durscidn
de 20 a 30 dizs. En los tratamisntos de la dieta que contienen algas, la densidsd de H. incomgriens
aumenté cuando so elevd la concentracidn de alimento de 5,8 & 115 ug ml—. Sin embargo, al
incrementar 1a dersidad en los alimentos no s reflejs en las abundancis mérimas de la poblasciSn
de H. ircomgruens. Dentro de los tatamientos que contiensn msiduce orginicos, la densidad de
poblacicn fue mayor (alrededorde 1,6 ind. ml— ) a 5,8 ¥ 11,6 pgml—!, pero se redujo ala mitsd con
mayor aumenio dela densidad de los slimentos (23,2 pgml—!). La tasa de suments de La poblacidn
{r) vararon entre 0,03 a 0,07 por dia, dependiendo del tipo de alimentos ¥ la concentracidn,

INTRODUCTION

Freshwater genera of ostracods such as Heferooypris and Darwinula predom-
inantly have parthenogenetically reproducing populations (Matzke-Karasz et al.,
2007). In centain species, e.g.. Prseudocandona erenuta (Vejdovsky, 1882), both
parthenogenetic and sexual forms are simultancously present (lepur: et al., 2007},
Heterocypris is a large genns with at least 15 species reported from North America
(Turgeon & Hebert, 1994). H. incongruens (Ramdohr, 18308} 15 an ancient apomic-
tic parthenogen (Chaplin & Hebert, 1997), although sexual eggs arc also simulta-
neously prodoced under field conditions (Rossi et al., 2007). The species is sensi-
tive to changes in the environment, and therefore in use as abioassay orgamsm for
ecotoxicity tests (Chial et al., 2003).

Ostracods feed 1n nature on a vanety of food 1tems that inchode both dead
(e.g.. detotus) and living (c.g., algac and macrophytes) organic matter (Schmit
et al., 2007). As in many other aquatic invertebrates, the population abundance of
ostracods 15 dependent on many factors including the amount of food available in
the environment (Pien et al.. 2007). However, due to their long maturation time, the
population dynamics of ostracods are rarely studied under laboratory conditions.

With increasing urbamzation, most cities release large quantitics of organic
waste as waste water. For example, Mexico City releases every second waste water
containing organic waste to the tune of about 75 m? (Monroy et al., 20000, Though
there are several water treatment plants in the city, most of these are not equipped
to harvest the organic substances present in the waste water. Sinoe ostracods are
frequently found in waste water {Cieminski & Flake, 1995) it would be interesting
to quantify changes in the abundance of ostracods using the organic waste as adiet.

The aim of the present study was, therefore, to study the population growth of
H. incongruens fed different concentrations of alga and organic waste.
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MATERIAL ANDMETHODS

Heterocypris incongruens was onginally obtained from a temporary water
body in Guanajuato City (Guanajuate State, Mexico). Starting from a single
parthenogenetic individual, mass cultures were established in 10 L aguaria using
re-constituted moderately hard water (the EPA mediom) and the green alga,
Scenedesmus acurus Meyen (Strain no. 72, University of Texas Collection Center,
Anstin, Texas). The EPA medium was prepared by dissolving 0.9 g of NaHCO,
0.6 g of CaS0y, 0.6 g of MgS0y, and 0.002 g of KCl in one litre of distilled
water (Weber, 1993), 5. acwfus was batch-cultured in 2 L transparent bottles
using defined nutrients (Bold's basal medium, Borowitzka & Borowitzka, 1993).
For mass cultures as well as for the expenments, the conditions were similar
(temperature 23 £ 1°C, continuous but diffused flucrescent illumination, pH 7.1-
7.3, and the medium changed daily with algal diet at a concentration of 0.5 x 10°
to 1.0 = 10° cells ml—" of Scensdesmus acutus). For routine feeding and for the
population growth experiments, we harvested log phass 8. acufus, centnfuged at
2000 rpm for 5 min., nnsed and resuspended in distilled water. The algal density
was estimated using a haemocytometer. For the experiments we used three algal
food levels: 0.5 = 10%, 1.0 x 10°, and 2.0 x 10 cells mI=*, or in terms of dry
welght: 5.8, 11.6, and 23.2 pg ml-1, respectively (Nandini & Samma, 2003).

Organic waste was obtained from the El Rosano water treatment plant in
Mexico City. Waste water from the first tank, which receives crude waste, was
brought to the laboratory every altemate day during the entire dumtion of the
experiment. The quantity of suspended solids present in the waste water was
estimated as dry weight using a Cahn electrobalance (Model C-33). We offersd
the organic wastes (filtered through different meshes as to obtan particle sizes in
the range of 20 to 50 gm) in dry weights equivalent to the algal concentrations
mentioned above.

Population growth experiments were conducted in 150 ml jars containing
100 ml EPA medium with one of the two food types of a chosen concentration. Into
cach of the 24 test jams (2 food types »x 3 concentrations x 4 replicates) containing
medium with chosen food type and density, we introduced 10 individuals of H.
incongriens using a Pasteur pipette under a stereomicroscope (Mikon SMZ6435) at
a magnification of 20x. Following initiation of the growth expenment, we daily
quantified the density of ostracods in each jar by total count. Eggs and surviving
individuals were then transfemed to fresh jars containing the approprate type and
concentration of food. The expenments were discontinued after 50 days, by which

tme the populations of H. incongruens in most replicates reached a stationary
phase.
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Based on the data collected, we derived the rate of population increase (r) using
the exponential equation (Krebs, 1985): r = (InN; — InNg)/t, where N; and Ny
are the final and initial population densities, and r 15 the tme.

For each replicate, we derived r separately. For each treatment, the differences in
peak population densities and growth rates of H. incongruens were anal ysed using
analysis of vanance (ANOVA) and the Tukey test (Stastica Version 5, StatSoft Inc.,
Tulza, Oklahoma).

RESULTS

Heterocypris incongruens in our study reprodoced only parthenogenetically.
The colour of the carapace valves differed depending on the treatment: those
cultured on algae appeared bright orange-coloured, while those on organic waste
wemr pale yellow. The eggs. deposited as clusters, wem also different in colour, but
broadly reflected the colour of the females that lmd them.

Population growth corves of H. incongruens 1n relation to different types
and concentrations of food are prescoted in fig. 1. Regardless of food type and
concentration, H. ircongruens had a long lag phase of about 3 wesks after which
the exponential phase began, that continued for 20 to 30 days, depending on the
treatment. In treatments containing the algal diet, the density of H. incongruens
increased with an increase in food level from 5.8 to 11.6 peml—'. However, further
increase in food density did not msult in a higher peak population abundance of
H. incongruens. Inthe treatments contmning organic waste, the population density
was higher (about 1.6 ind. mI=") at 5.8 and 11.6 g ml=?, but decreased to half
this density with further increasze in food density (23.2 wg mi—") (fig. 2).

The rate of population increase per day (r) followed the trends observed for
peak densities. The r values ranged from 0.073 to 0.07 per day, depending on food
type and concentration (fig. 3). Statstically, peak population density and the rate
of population increase were significantly affected by the type and concentration of
food (p < 0.05, F-test, ANOVA, table I).

DISCUSSION

Field collections indicate that Heterocypris incongruens deposits clusters of
orange-coloured eggs, which are considered resting eggs (Spencer & Blaustein,
2001). In our laboratory cultures, we found such orangecoloured and also pale
yellow-coloured egg masses. These differently coloured eggs both hatched at the
same time (about 5-7 days), sugeesting that both were of the same type. Since
we did not find any males, we considered that these eggs are apomictic, and the
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Fig. 1. Population growth of Heterocyprir incongruens (Ramdohe, 1808) in relation to food levels
of algae (Scemedesmus acmtus Meyen) (open circles), and orgamic waste (cloaed circles) (dry weight.

g ml—1}. Shown are the mean & standard error bassd an 4 replicates.

colours of the eggs as well as of the adults probably reflect the diet on which
the mndividuals were reared. This is supported by & study conducted nearly 5
decades ago, which showed that H. incongruens grown on the green alga, Chiorella
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TasLE]
Results of the one-way amalysis of varance performed on the peak population density and the rabe of
population increase of Heterscypris mcomgreens (Ramdohr, 1808) cultured separately on different
concentrations of Scemedesmus oourur Meyen and organic waste from water treatment plant. DF.
degrees of freedom 35, sum of squares; M3, mean square; F, F-mtic

Source of variation DF L] MS F P
Peak population dersity

Algal focd 2 1L.50 075 B2 000
Error 9 082 i

Orgarmic wesbe 2 154 097 700 1S
Error @ 1.24 o4

Rate of population increass

Algal focd 2 0,002 001 13.27 0002
Error @ 00007 kil

Orgariic weste 2 0.0032 00016 1635 0001
Error o 00089 L0

vulgaris Beijjennck developed boght orange coloursd shell valves (Green, 1959).
There is some indication that the same individual of H. incongruens produces two
different kinds of eggs: those that hatch in less than 10 days and the dormant
eges, that take much longer to hatch (Angell & Hancock, 19891, On the other
hand, in certain countnes (e.g., the United Kingdom), only parthenogenetically
reproducing females of H. incongruens are known (Fryer, 1997). We found only
one type of eggs that hatched within 7 days, while the colour of the egg masses
reflected the dict type of the female. There is some ambiguity with reference to the
taxonomy of H. incongruens, especially the field-collected females, possibly due
to hybridization (Rossi et al., 2004). However, our labomtory cultured populations
agree well with the descoption of the typical apomictic female avalable in the
literature (Rossi et al., 2003).

Population growth patterns of ostracods vary depending on the species. Gener
ally, parthenogenetic species have higher population growth rates than those repro-
ducing sexually (Ros=i et al., 1996). In species that reproduce parthenogenetically,
the pattems of population increase depend on the frequency with which the eges
are laid and the ome needed to hatch (Wallace et al., 2006). Most crustaceans that
live: longer, also have an older age at first reproduction (and hence a long lag phase).
Ostracods generally have a long lifespan (up to 10 months) (Mezquita et al., 2002)
and hence have a long initial lag phase. The fact that H. sncongruens in our study
had a long lag phase suggested a more advanced age at first reproduction. Data
on demographics indeed support this: the age at first reproduction is more than 2
weeks at room temperature (Latifa, 1987). Thiz i1s also reflected in pulsed popu-
lation growth pattems, i.e., instead of continuous growth, for short periods there
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was no significant increment in population abundance, although overall population
densities increased with tme.

H. incongruens, though occumring in eutrophic waters, for its density 1z de-
pendent on the concentration of the edible fraction of algese in ponds and lakes,
The natural abundance of ostmcods is usnally low (a few individuals per Litre,
Magorskaya & Keyser, 2005) but extremely high abundances (10 ind. ml~') have
alzo been reported (Reichholf, 1983). In the present work, the peak abundance of
this species vared from 0.5 to 1.6 ind. ml=?, which suggests o high availability
of food from the mediom. With an increase in algal density, the population abun-
dance of H. incongruens increased, although there was no significant difference
when fed on Scenedesmur ot 116 or 23.2 pg mi—Y. This suggests that for a max-
imal abundance of H. incongruens, algal food levels near 11.6 g ml~' are suffi-
cient. However, when organic waste was used as food, at an amount of 5.8 g mi—?
the ostracods reached peak densities comparable to those fed on algae at a double
food amount. There may be many reasons for this. Firstly, there is the possibility
of sedimentation of organic waste in test jars, which makes them available for the
browsing ostracods, This 1s unlikely, however, because we used shallow jars and
the ostracods not only continnously stied the medium but also were present in
the water column most of the tme. Secondly, the relative digestibility of the types
of food offered could be one factor. Suspended organic solids in waste water are
generally partly digested by microorganisms (Laws, 2000) and this enhances the
digestibility, compared to algac. We did not quantify the uncaten or undigested
food in the jams. However, we did observe higher quantities of faccal pellets in jars
containing 23.2 pg ml~" of organic waste. This suggests that food passed through
the ostracod gut too fast to be digested completely, while at the lowest food level,
proper digestion and assimilation could have occurred (Downing & Rigler, 1984,

The population growth rates of cetracods are generally much lowerthan in some
crustaceans of comparable size (e.g., cladocerans) but ar comparable to those
of copepods (about 0.1 per day, Nandim & Sarma, 2007). The lower population
growth rates of H. incongruens observed in this study are due to the time taken to
reach maturity (Latifa, 1987), a lower offspring production per female, and longer
ege hatching times (Mezquita et al., 2002}, Within the broad range of food levels
chosen here, the population growth rates of H. incongruens were similar, whether
fed algae or organic waste. This suggests that H. sncongruens is apparently adapted
to survive and reproduce at low concentrations of food.

This study considered the two food types based on similar dry weights. Other
factors that influence the population growth are the notritional quality and the
vanability of this parameter in waste water. Waste water also carries toxicants and
xenobiotic substances (like drugs) (Laws, 2000). These were not quantified in our
study. However, since we collected only the organic fraction of the waste water,
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many toxicants and other substances were possibly removed through centrifugation
in the supcmatant. Secondly, since H. fmcongruens is sensitive to toxicants and
since in our jars it grew well, the organic waste probably was not strongly
contaminated. Finally, the aim of this work was not to clean the organic waste
from waste water but rather to utilize it (as available in the treatment plant) for
cultunng ostracods.

In conclusion, our study shows that H. secongruens increased its population
abundance from 0.1 ind. mI=! to about 1.6 ind. ml—', whether fod Scenedesmus
at an amount of 116 pg mi~?, or organic waste at an amount of 5.8 wg mi-.
Thus, in order to harvest suspended organic particles from waste water, it may be
necessary to previously remove a part of the waste (e.g., via sedimentation) since a
hgher patticulate concentration (23.2 pg mi-1) appeard to reduce the population
growth rates of H. sncongruens.
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