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“¢ Quién crea al mundo? Quizas el mundo no fue creado. Quizas
nada ha sido creado. Tal vez, todo es, ha sido y siempre sera... un
reloj sin un artifice.”

- Watchmen, Alan Moore.

“Vastas panoramicas del espacio se arremolinaban ante mi en una
dimension desconocida. La escena estaba bafiada en un descolorido
resplandor rojo, como el de un sol moribundo que, habiendo perdido a
su planeta, hubiese ocupado ahora el lugar de la radiacién violeta de la
ensenada.

Me caus6 un indescriptible impacto; era como si se me hubiese
permitido mirar a otro mundo, un mundo increiblemente mayor que el
nuestro, diferente al nuestro por distintos valores antipédicos y formas
de vida, y lejos del nuestro en el tiempo y el espacio.

-Lo que ha visto, sefior Phillips, era una escena de otra estrella lejana -
dijo el sefior Allan-, muy alejada en el espacio. De hecho, pertenece a
otro universo. ¢ Le ha convencido?”

-La Hermandad Negra y otros cuentos, H. P. Lovecratf y August

Derleth.

“Una mano quemada es el mejor maestro.”

-El sefor de los anillos, J. R. R. Tolkien.
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RESUMEN

Las especies cripticas o gemelas estan constituidas por organismos que presentan
un parecido morfolégico importante llegando al punto de ser indistinguibles. Debido
al uso de claves de identificacion de especies basadas en caracteres morfoldgicos
este problema se ha acrecentado y pas6 desapercibido durante mucho tiempo en
especial en organismos pequefios. La utilizacion de técnicas con marcadores
moleculares ha ayudado mucho a vislumbrar poco a poco esta diversidad oculta,
sin embargo, otras técnicas (basadas en técnicas clasicas) como es el caso de la
morfologia geométrica utilizadas rigurosamente han tenido igualmente un efecto
positivo en la resolucion de este problema. Esta técnica se enfoca en conocer la
variabilidad de la forma de los individuos y no solo sus dimensiones, dando criterios
diferentes al tamafio del organismo. Recientemente se encontro un rotifero en los
lagos Alchichica, Atexcac y la Preciosa de la Cuenca Oriental, México, que
pertenece al grupo de especies cripticas Brachionus plicatilis. Los analisis
comparados por medio de marcadores moleculares, de compatibilidad reproductiva
y ecofisiologia concluyeron que este rotifero (denominado por el momento
Brachionus sp. ‘México’) es una especie distinta dentro del complejo, pero muy
similar morfolégicamente a sus congéneres. Con el fin de analizar las posibles
divergencias morfoldgicas sutiles que permitan reconocer a esta especie, en esta
tesis se hicieron dos tipos de analisis morfométricos: (1) de morfologia tradicional
lineal, para conocer las dimensiones de los individuos y, (2) de morfologia
geométrica, para conocer la variabilidad de la forma que presentan entre ellos
MismMos y con respecto a otras especies filogénicamente cercanas. Los resultados
obtenidos en ambos andlisis nos indican que las poblaciones del rotifero
perteneciente a los lagos de la Cuenca Oriental no presentan diferencias
significativas de tamafio y forma entre ellos, pero si en comparacion de las otras
especies. Por lo que estos resultados, aunados a los publicados previamente sobre
estos rotiferos, que los reconocen como una especie bioldégica con cohesion y
aislamiento reproductivo, agrupamiento genético y ecoldgico especificos, etc.,
proporcionan informacién suficiente para poder hacer la descripcién taxonémica

formal de esta especie.
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INTRODUCCION

La vida se expresa en una inimaginable cantidad de tamafios, colores y formas. Se
cree que en nuestro planeta aparecio hace unos 3,500 afios y persiste hasta la
fecha, luchando, adaptandose, transformandose y evolucionando. La gran variedad
y riqueza de especies es el patrimonio natural del planeta Tierra, resultado de un
proceso histérico, lleno de patrones ecoldgicos y evolutivos irrepetibles en las
mismas condiciones (Halffter & Ezcurra, 1992; Jeffries, 1997). Estas condiciones
Unicas en el tiempo originaron a la biodiversidad actual, la cual se ha mantenido y
alterado por eventos como la diversificacion genética, las dinAmicas ecoldgicas
(interacciones de poblaciones y comunidades en los ecosistemas) y las extinciones
(NUfnez, 2003). La propia aparicion del Homo sapiens y su desarrollo debe verse
vinculado al origen y mantenimiento de esta diversidad (Solis et al., 1998).

La biodiversidad se define como toda variacion de la base hereditaria en todos los
niveles de organizacion, desde los genes en una poblacion local de una especie,
las especies que componen toda o una parte de una comunidad, y finalmente las
mismas comunidades que componen la parte viviente de los multiples ecosistemas
del mundo (Wilson, 1988). Es decir, abarca todos los tipos y niveles de variacion

biologica.

Para conocer esta diversidad se realizan varios estudios que se enfocan en saber
la riqueza y abundancia de las especies (diversidad alfa), su heterogeneidad dentro
de un ecosistema (diversidad beta) y a nivel geogréafico (diversidad gama),
intentando responder preguntas como ¢qué especies hay?, ¢cuantas y en queé

cantidad estan?, ¢donde y por qué estan?

Sin embargo, conocer la diversidad “real” es una tarea mas complicada, primero hay
que saber discernir entre “especies”, segundo, los mismos métodos para saber “cual
especie es cual’ pueden llevar a la confusidon. En ocasiones hay especies que
pueden ser reconocidas por los criterios utilizados para diferenciar a las especies

entre si.
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¢ Qué es una especie?

La diversidad existe dentro de lo que denominamos especies, la presencia de alelos
distintos para cada gen en cada individuo de una poblacion (variacién genética) es
la fuente primordial para el proceso evolutivo (Halffter & Ezcurra, 1992). Se entiende
por especie a aquel grupo taxonémico en el que se dividen los géneros, es la unidad
basica de la clasificacion bioldgica y tiene un papel Unico en la evolucion, para
denominarla se utiliza una nomenclatura binomial en latin (Lee, 2003). A diferencia
de los otros niveles taxondmicos, actualmente hay varios conceptos que intentan
definir de qué hablamos cuando hablamos de especie, ya que en el nivel de
“‘especie” se deben presentar caracteristicas que relacionen a sus miembros con los
niveles taxondmicos superiores a los que pertenecen (Dominio, Filo, Clase, Orden)
y, a la vez, los separen de otros grupos filogenéticamente cercanos (Familia y
Género; véase, Ereshefsky, 2001; Mishler, 2000; Lee, 2003), en los que destacan

la morfologia (0 algunos otros caracteres fenéticos) y el aislamiento reproductivo.

Los conceptos que utilizan al entrecruzamiento como criterio de delimitacion entre
especies (Lee, 2003), son aquellos en que una poblacién posee flujo genético entre
sus individuos, comparten sistemas de reconocimiento de pareja (Paterson, 1958)
y presentan un aislamiento reproductivo con otras poblaciones. El concepto mejor
representado de esta categoria es el denominado como de “especie biolégica”,
planteado por primera vez por Alfred R. Wallace (Wallace, 1865) y popularizado por
Dobzhansky (1937) y Mayr (1942), que es el mas aceptado actualmente y define a
la especie como una poblacién o conjunto de poblaciones integradas por individuos
con caracteristicas similares y que tienen el potencial para reproducirse entre ellos,
dejar una descendencia fértil y que no poseen flujo genético con poblaciones de
otras especies. Sin embargo, estos conceptos de entrecruzamiento no abarcan a
un grupo de organismos denominado especies parasexuales, que son aquellas que

no poseen reproduccion sexual.

Los conceptos de cohesion (Lee, 2003) se basan en la cohesion de los individuos o
poblaciones para categorizar a la especie. Las especies son grupos de organismos

gue comparten caracteristicas que permanecen coherentes a través del tiempo,

11
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permanecen en estasis y todas responden a las mismas fuerzas evolutivas.
Ejemplos de estos conceptos son el de especie ecoldgica (Van Valen, 1976), que
son aguellas poblaciones que comparten un nicho a través de tiempo; el de especie
evolutiva (Wiley, 1978), la cual se define como un linaje (una secuencia ancestro-
descendiente) de poblaciones u organismos que mantienen su identidad de otros
linajes y que poseen sus propias tendencias historicas y evolutivas. Pero estos
conceptos en ocasiones es complicado conocer el grado de cohesién entre

poblaciones, teniendo un problema similar con las especies parasexuales.

Los conceptos monofiléticos de especie (Lee, 2003) establecen que todas las
especies deben de ser entidades monofiléticas (que solo tengan un ancestro en
comun) y basarse en ciertas caracteristicas que posean todos los individuos a los
gue se agrupen, como las homologias (la relacion que existe entre dos estructuras
organicas cuando sus determinantes genéticos tienen el mismo origen evolutivo).
Es aplicable solo a aquellos grupos que no muestra ninguna relacion filogenética

con cualquier otro grupo de organismos.

Los conceptos de similitud (Lee, 2003) son aquellos que estan basadas en las
caracteristicas fenéticas de los individuos, estos fueron los primeros en ser
utilizados y fueron los mas importantes durante mucho tiempo (Sokal & Crovello,
1970). Aquel que mas destaco fue el concepto de especie morfolégica (Cain, 1954),
gue dividia a los individuos morfolégicamente similares, generalmente asociados
entre si por una distribucion geografica definida y separados de otros conjuntos por
discontinuidades morfologicas. Estos conceptos han tenido muchas criticas por no
tomar en cuenta otras propiedades como las etologicas, ecoldgicas y reproductivas.
Pero la primera aproximacion para los estudios de diversidad se basa en el criterio
de maxima semejanza morfoldgica, ya que la mayoria de las claves de identificacion
para diferentes grupos taxonémicos estan basadas en la morfologia. Sin embargo,
existen numerosas especies que son morfolégicamente muy similares, llegando

incluso a confundirse con algunas ya descritas.

12
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Las especies cripticas: escondidas a simple vista

Las especies cripticas o0 especies gemelas son aquellas especies que son
extremadamente similares en apariencia (morfologia, fisiologia y comportamiento)
pero se encuentran reproductivamente aisladas entre si (Mayr, 1996). Se considera
gue dos o mas especies diferentes son cripticas si fueron clasificadas erroneamente
como una Unica especie por ser morfolégicamente indistinguibles (Pfenninger &
Schwenk, 2007), por lo que, si los conceptos de similitud tendrian problemas para
poder discernir entre ellas, los de cohesion y entrecruzamiento podrian resultar mas
adecuados. En varios casos son varias especies las que son confundidas como sélo
una y por lo tanto, forman un complejo de especies cripticas. Estos complejos se
han descrito en varios grupos de organismos, como los mamiferos (Rohfl et al.,
1996; Res, 2002), artropodos (David et al., 1975; Palopoli et al. 1994), peces (Marsh
et al. 1981; Clabaut et al., 2007), aves (Sheets et al., 2006) y cnidarios (Knowlton,
1993).

Hay pocas investigaciones enfocadas en conocer cuanta es la biodiversidad criptica
existente; David Bickford et al. (2007) realizaron una revision de la literatura

depositada en las bases de datos ISl Web of Science

(http://scientific.thomson.com/products/wos/) 'y  Zoological Record  Plus

(http://www.csa.com/factsheets/zooclust-set-c.php) a partir de la busqueda de las

frases “especies cripticas” y “especies hermanas” en el titulo, resumen o palabras
clave, y encontraron mas de 3,500 referencias de los ultimos 50 afios, la mayoria
referidas a especies animales; ademas, observaron un incremento en estos trabajos
en las ultimas dos décadas, con una amplia utilizacion de técnicas de biologia
molecular, destacando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés), la cual consiste en sintetizar muchas veces un pedazo o fragmento de
ADN de interés para la secuenciacion de un gen determinado (técnica que permite
saber la secuencia ordenada de los nucleétidos —guanina, citosina, adenina y
timina— que forman un gen), elegido en funcién de lo que nos interese investigar.
Por otro lado, un analisis elaborado por Pfenninger y Schwenk (2007),
investigadores de la Universidad de Goethe (Alemania), arrojo que de 771,931

estudios, 2,207 contenian reportes de especies cripticas en todas las clases de
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animales, incluyendo 996 nuevas especies de insectos, 267 de mamiferos, 151 de

peces y 94 aves.

Pero es en particular en los pequefios invertebrados microscopicos acuéticos donde
hay grandes cantidades de diversidad genética oculta dentro de los morfotipos que
se consideran como una sola especie (Stelzer et al., 2011). En los organismos
zooplancténicos marinos y de aguas continentales se ha observado que muchas
especies que aparentan tener una distribucién cosmopolita, presentando rasgos
adaptativos a diferentes caracteristicas fisicoquimicas, en realidad se trata de
diferentes entidades bioldgicas con morfologia muy similar. Se creia que esta amplia
distribucion se debia a la capacidad de los organismos de desarrollar huevos de
resistencia, estructuras que pueden soportar condiciones totalmente negativas y
gue les permiten a las poblaciones dispersarse, ya sea mediante corrientes marinas
y de viento, o por otros grupos de animales, ya que esto les permite colonizar nuevos
ambientes y tener un elevado nivel de flujo y dispersion genética (Papakostas et al.,
2005). Con ayuda de las herramientas de la biologia molecular, experimentos de
entrecruzamiento y trabajos con diferentes técnicas de comparacion morfomeétricas
se han identificado en varios casos conjuntos de especies cripticas que presentan
un aislamiento reproductivo (Knowlton, 1993; Ciros-Peréz et al., 2001a; Suatoni et
al., 2006; Montiel-Martinez et al., 2008; Alcantara-Rodriguez et al., 2012). El caso
del rotifero monogononte Brachionus plicatilis es uno de los ejemplos mas

llamativos de esta diversidad oculta.

El complejo criptico de Brachionus grupo plicatilis

Brachionus plicatilis (O.F. Muller, 1786) es un rotifero de agua salina de distribucion
cosmopolita, tolera un amplio intervalo de salinidad por que se le considera
eurihalino. Pertenece a la familia Brachionidae, dentro del orden Ploimida y la clase
Monogononta. Gracias a su capacidad de adaptacién a diferentes salinidades se
puede encontrar en habitats de cuerpos de agua lacustres y en las zonas marinas
costeras (Walker, 1981) y, por esta misma capacidad, se creyd durante mucho

tiempo que todas las poblaciones constituian una sola especie. Actualmente, esta
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reconocido como un conjunto de especies cripticas, que presentan poca variabilidad
morfolégica (Serra & Miracle, 1983). Es un linaje de mucha importancia comercial,
es utilizado como alimento vivo para las larvas de los peces, ya que por su ciclo de
vida su cuidado es relativamente facil. Gracias a su importancia en la acuacultura
es por lo que fue estudiado y se volvié un modelo de estudio para trabajos de
ecologia y evolucién. En algunos casos, la determinacion de especies dentro del
complejo, solo se puede hacerse por medio de analisis genéticos (Fontaneto et al.,
2007) o analizando el nicho que ocupan (Gémez et al., 1995; Gomez et al., 2000;
Ciros-Pérez et al., 2001; Montero-Pau et al., 2011).

La historia taxondmica reciente de este taxon es interesante; en la década de los
1980’s se reconocid que existian dos variantes morfolégicas de esta especie, por lo
gue se describieron dos morfotipos sobre la base de su tamafio, que son L (Large),
para aquellos de mayor tamafio, y S (Small) para los mas pequeiios (Fukusho et al.,
1982). La aparicion de estos morfotipos fue atribuida a la época del afio en la que
el animal fuera encontrado. Fu et al. (1991) examinaron 67 cepas realizando un
analisis de disimilitud (distancias euclidianas) con caracteres morfométricos del
cuerpo y determinaron que 37 de estas cepas se encontraban dentro del morfotipo
S y 30 en del tipo L. Posteriormente, Segers (1995) reexamind los nombres
existentes relacionados con B. plicatilis y propuso que B. plicatilis Miller, 1786 y B.
rotundiformis Tschugunoff, 1921, eran los nombres correctos para los morfotipos L

y S, respectivamente.

En ese mismo afio, se realizaron estudios con marcadores moleculares a algunas
poblaciones pertenecientes al complejo de especies cripticas; los resultados
obtenidos por Gomez et al. (1995), revelaron que al menos existian tres especies
biologicas en lugar de dos, encontrando un nuevo morfotipo, de tamafio intermedio
y que ademas coexistian de manera regular. A inicios del siglo XXI, Ciros-Peréz et
al. (2001a) realizaron un trabajo donde buscaron diferencias morfoldgicas,
ecolégicas y genéticas para diferenciar entre B. plicatilis y B. rotundiformis, ademas
designaron una nueva especie para el nuevo morfotipo mediano, la cual fue descrita

como B. ibericus, por Ciros-Pérez, Gbmez & Serra, 2001. Los tres morfotipos se
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renombraron de la siguiente forma: SS (Small-Small), para la variante pequeia; SM

(Small-Medium), para la variante mediana y L (Large) para los grandes.

Andlisis filogenéticos realizados con marcadores moleculares para genes
mitocondriales (Citocromo Oxidasa Subunidad | o COI), y nucleares (Internal
Transcribed Spacer o ITS 1 para ARN ribosomal) han aportado evidencia adicional
para poder discernir mejor entre las diferentes especies. Trabajos realizados por
Suatoni et al. (2006), Fontaneto et al., (2009), y Mills et al. (2016), proponen que
hay al menos 9 especies sin describir dentro del complejo criptico. Estos andlisis se
han ido complementando con aquellos enfocados en la divergencia morfolégica y
han ayudado a la descripcion de otras especies.

El trabajo de Mills et al. (2016) también aporta nuevos analisis filogenéticos sobre
los analisis morfoldgicos realizados en el complejo, describiendo que estas técnicas
representan una buena herramienta para trabajar con el complejo de especies
cripticas, encontrando una sefal filogenética fuerte en los resultados obtenidos con

base en tamafio de los organismos.

Las técnicas de morfologia geométrica también han aportado resultados
importantes en cuanto a conocer la forma de los organismos, convirtiendo una
imagen digital de estos en una configuracion geométrica vectorial a partir de marcas
en un plano cartesiano, estas marcas son denominadas landmarks y se colocan en
zonas de importancia morfolégica (Klingenberg, 2011). La colocacién de los
landmarks es muy importante, estos dan los datos matematicos para cuantificar la
forma, por lo que debe hacerse bajo ciertos criterios: primero, los landmarks deben
ser discretos, es decir, deben ser claramente diferenciables de las estructuras que
lo rodean; segundo, los landmark deben “recrear” la forma en estudio; tercero, los
landmarks deben ser de facil ubicacién; y, por ultimo, deben estar claramente
definidos y la orientacion de las marcas debe ser la misma en todas las muestras,

0 se puede presentar una interpretacion errénea de los resultados.
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Actualmente, los analisis morfométricos son una herramienta muy util en distintos
campos de la biologia, ayudando a poder diferenciar insectos (Mutanen &
Pretorious, 2007) peces (Clabaut et al., 2007), mamiferos (Rohfl et al., 1996), aves
(Sheets et al., 2006), incluso arboles (Viscosi & Cardani, 2011) y en el registro fosil
(Young et al., 2010). También se han utilizado para comparar organismos que
presentan especiacion criptica en el zooplancton (Ciros-Peréz et al., 2001a; Giri &
José de Paggi, 2006; Fontaneto et al., 2007).

Con base en estos antecedentes, actualmente tenemos seis especies de rotiferos
dentro del complejo formalmente descritas, tres pertenecientes al morfotipo L: B.
plicatilis sensu stricto, B. asplachnoidis, y B. manjavacas (Muller, 1786; Charin,
1947; Fontaneto et al., 2007); dos al morfotipo SM: B. ibericus y B. koreanus (Ciros-
Peréz et al., 2001a; Hwang et al., 2013) y uno al morfotipo SS: B. rotundiformis
(Tschugunoff, 1921).

Ademas, se conoce de algunos rotiferos que son considerados como especies
distintas, pero aun no han sido descritos (Mills et al., 2016), para referirnos a ellos
se pone el género Brachionus acompafado de la localidad donde fue encontrado
entre comillas, como es el caso de B. sp. ‘Almenara’ (Orthells et al., 2000; Gémez
et al., 2002) y B. sp. ‘Nevada’' (Gomez et al., 2002).

Recientemente, Alcantara-Rodriguez et al. (2012) realizaron un estudio acerca de
la adaptacion local en los lagos de la Cuenca Oriental, México (Alchichica, Atexcac
y La Preciosa) de las poblaciones del rotifero Brachionus, en estos lagos habita en
el intervalo mas bajo de salinidad que se haya registrado para el grupo, el cual es
de 1.2 g L'en el lago La Preciosa, Puebla (Alcantara-Rodriguez et al., 2012). Ellos
encontraron que las poblaciones que habitan estos lagos, presentan diferencias en
su intervalo de adaptacion, pero que pueden reproducirse entre ellas sin problemas
aparentes, pero no con individuos provenientes de otras especies filogenéticamente
cercanas y, con ayuda del marcador molecular COl, se llegé a la conclusién de que
estas tres poblaciones son una sola especie, que aun no ha sido descrita y
pertenece al clado SM. Estas poblaciones son denominadas por el momento B. sp.

‘México’.
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De acuerdo con lo anterior, esta tesis contribuye a robustecer el conocimiento del
complejo de especies cripticas de B. grupo plicatilis, realizando andlisis de
morfometria comparada a las poblaciones que se encuentran en la cuenca Oriental,
conocidas como B. sp. ‘México’, contra otras filogenéticamente cercanas por medio
de técnicas tradicionales lineales y de morfometria geométrica. Los resultados
aportaron informacion tanto del tamafio y la forma de las poblaciones de B. sp.
‘México’, donde era de esperarse que las diferencias morfométricas entre ellas
fueran bajas, pero que presentaran diferencias significativas cuando se les
comparara con otras especies filogenéticamente cercanas que se utilizaron como

contraste en este trabajo.
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OBJETIVO

Analizar la divergencia morfologica del rotifero Brachionus sp. “México” que habita
en tres lagos crater (Alchichica, Atexcac y La Preciosa) de la cuenca Oriental,
México, con respecto a otras especies filogenéticamente cercanas pertenecientes
al clado “SM” del complejo de especies cripticas B. plicatilis mediante analisis

comparados de morfometria tradicional y morfometria geométrica de la loriga.

Objetivos particulares

1. Caracterizar la divergencia morfoldgica intrapoblacional e interpoblacional de

distintas variantes genéticas de B. sp. “México”.

2. Analizar si existe divergencia morfologica entre las poblaciones de B. sp.

“México” con individuos de especies filogenéticamente cercanas (clado SM).
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METODOS

Area de estudio

La cuenca Oriental, de acuerdo a sus caracteristicas hidrograficas, es del tipo
endorreica y se localiza en los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz, entre las
coordenadas 18° 48 ’- 19°43’ Ny 97° 09’ - 98° 03’ W dentro del Distrito Oeste de la
Faja Volcanica Transmexicana (Escalante et al., 2007). Abarca un area superficial
de 5,250 km? aproximadamente a una altitud promedio de 2,300 m s.n.m. (Alcocer
et al., 1993). El clima es templado tropical, de semiarido a subhumedo, la
temperatura promedio anual va de los 12° C alos 16° C y la precipitacion total anual
es de 400-800 mm. La faja volcanica transversal y la ecoregion de bosque de pino-
encino rodean la cuenca por el oeste, el norte y el sur de la misma, la vegetacion
incluye bosques de pino-encino y bosques de pino-abeto en las elevaciones mas
altas, con bosques de pino matorral seco, bosques de encino, matorrales juniperos

y de yuca, vegetacion halofitica y pradera (CONABIO, 2016).

La cuenca contiene algunos lagos poco profundos, la mayoria alcalinos. Se cree
gue durante el Pleistoceno parte de su area estaba cubierta por un gran lago que
actualmente se encuentra reducido a algunos cuerpos de agua que se llenan en
época de inundaciones y que permanecen secos una gran parte del afio (Arredondo,
1995), como son los lagos efimeros ElI Carmen o Totolcingo y Tepeyahualco,

también conocido como El Salado.

Por otro lado, también se encuentran seis lagos tipo maar, localmente llamados
axalapascos (Reyes, 1979). Un maar es un crater volcanico, generalmente ancho y
bajo, producido por una explosién de una erupcion freatico-magmatica, causada
cuando el agua subterranea entra en contacto con magma. Estos, al llenarse de

agua proveniente del manto freatico forman lagos crater.

Estos lagos crater se originaron en el Pleistoceno tardio (Carrasco-Nufez et al.,
2007). Las caracteristicas de estos varian desde agua dulce hasta salina, aunque
todos son alcalinos, con altas concentraciones de cloruros, bicarbonatos de sodio y

magnesio (Davies et al.,, 2002). Estos son: Quechulac, Aljojuca, Tecuitlapa,
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Alchichica, Atexcac y La Preciosa, en los tres ultimos habita el rotifero de interés B.

sp. ‘México’ (Alcantara-Rodriguez, 2012.)
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Figura 1. Mapa que muestra la localizacion de los lagos crater de la Cuenca Oriental. Estan

marcados con un circulo rojo los lagos donde se trabajé. Modificado de Alcantara-Rodriguez, 2010.

El lago Alchichica es el lago mas grande de la cuenca, se ubica en las coordenadas
19°25'13” latitud Norte y 97°24°00” longitud Oeste en el municipio de Tepeyahualco
a una altitud de 2,345 m s.n.m.(Arredondo-Figueroa et al., 1983). Es uno de los
lagos naturales mas profundos de México, con 62 m de profundidad maxima y
abarca un area superficial de 1.733 km?, su profundidad media es de 38.5 m. Es
hiposalino de 85 g L* a 9 g L, alcalino, el pH varia de 8.7-9.2 y tiene una
hidrodinamica caracteristica de lagos monomicticos célidos. Su temperatura varia
de 14°C a 23°C (Armienta et al., 2008) y se mezcla entre los 14.2 °C y 15 °C
aproximadamente, a partir de finales de diciembre o principios de enero, finalizando

en marzo (Macek et al., 2009).
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El lago La Preciosa esta ubicado en las coordenadas 19°22'27" Norte y 97°21°23"
Oeste a 2365 m s.n.m. Abarca un area superficial de 0.78 km?, presenta una
profundidad media de 20.72 my posee 45.5 m de profundidad méaxima (Arredondo-
Figueroa et al., 1983). Es alcalino con un pH entre 8.8 y 9. La temperatura del agua
se encuentra entre 17.4 y 24.5 °C (Arredondo-Figueroa et al., 1983; Arredondo-
Figueroa, 2002; Peralta et al., 2002). Tiene una salinidad de 1.0 a 1.5 g L (Peralta
et al., 2002).

El lago Atexcac esta ubicado en las coordenadas 19°20'13" Norte y 97°21' 19" Oeste
en el municipio de Guadalupe Victoria a una altitud de 2510 m s.n.m. Abarca un
area superficial de 0.29 km?, su profundidad media es de 25.72 m y tiene una
profundidad maxima de 39.1 m (Arredondo-Figueroa et al., 1983). Es un lago
hiposalino 6.5 g L, su pH es alcalino de 8.2 y es monomictico calido. Su

temperatura va de los 16°C a los 22°C (Armienta et al., 2008).

Trabajo de campo

Para llevar a cabo este estudio se establecieron en el laboratorio cepas de las
poblaciones de los rotiferos B. sp. ‘México’ a partir de huevos de resistencia aislados
de sedimentos obtenidos de la zona profunda de los lagos donde habita esta
especie, que son: Alchichica, La Preciosa y Atexcac. Se utiliz6 una draga tipo
Eckman para la extraccion de material de las zonas profundas, tomando sélo la
parte mas superficial de los sedimentos, es decir los sedimentos mas recientes
(Alcantara-Rodriguez et al., 2012). Las muestras fueron guardadas en bolsas tipo
Ziploc y transportadas al laboratorio del Proyecto de Investigacion en Limnologia

Tropical (PILT) de la FES Iztacala donde fueron almacenadas en refrigeracién (4°C).

Trabajo de laboratorio: establecimiento de los cultivos
Se establecieron las cepas de rotiferos de cada lago a partir de la re-suspension de
huevos de resistencia presentes en el sedimento con base en el trabajo de

Alcantara-Rodriguez et al., 2012. Para esto se colocaron 15 g de sedimento de cada
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lago previamente homogenizado en tubos de centrifuga de 50 mL de capacidad,
mismos que fueron aforados a 40 mL con una solucion de sacarosa al 60 % v,
posteriormente, se centrifugaron a 1,000 rpm durante un periodo de 5 min. El
sobrenadante de los tubos fue filtrado a través de una malla de 20 umy se recuperé

el material restante, éste se observé en un microscopio estereoscoépico Leica® Ez4

y se recuperaron los huevos de resistencia de B. grupo plicatilis identificados con
base en su morfologia y aislados mediante el uso de una pipeta Pasteur (Lomeli-
Ramirez, 2013).

Para establecer los cultivos, los huevos de resistencia se colocaron de manera
individual en cajas de cultivo multipocillos de poliestireno de 1.5 mL, un huevo por
pocillo con la finalidad de tener cultivos monoclonales. Se prepard una solucion
acuosa con diferente concentracion de sales minerales en base a la salinidad del
lago de donde procedia el sedimento, es decir, 1.2 g L' para el cultivo de la Preciosa
(LaPr), 6.5 g L para el de Atexcac (Atx) y 9.0 g L para el de Alchichica (Alc). Para
preparar el agua a las diferentes salinidades se elabor6 una solucidon saturada de

sal utilizando sales comerciales para acuario (Instant Ocean®, Aquarium Systems),

como hizo Alcantara-Rodriguez (2010). Posteriormente esta, solucion fue filtrada
con un papel filtro para remover las particulas insolubles, después la solucion fue
disuelta con agua desionizada estéril hasta alcanzar el valor de salinidad deseado,

el cual fue medido con un conductivimetro de la marca YSI® modelo 63.

A partir de los rotiferos eclosionados se eligieron al azar nueve cultivos
monoclonales (tres por cada lago) los cuales fueron transferidos a tubos de ensayo
con capacidad de 20 mL. Las nueve cepas se mantuvieron en sus salinidades de
origen a una temperatura de 18°C (x1 °C). Como alimento se utiliz6 el alga
Tetraselmis suecica, cedida por el Instituto de Ciencias del Mar de Andalucia (Céadiz,
Espafia), se agregd en concentraciones superiores a los 8 mg C mL! (Alcantara-
Rodriguez, 2010). Semanalmente, se les cambié el medio reemplazando dos
terceras partes del cultivo y sustituyéndolo por medio fresco. Estuvieron en estas
condiciones hasta que las poblaciones de rotiferos fueran muy densas,
aproximadamente dos meses, después, las cepas fueron transferidas a matraces

Erlenmeyer con capacidad de 100 mL y se mantuvieron todos a una salinidad de 9
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g L1, con la finalidad de que las poblaciones estuvieran en las mismas condiciones
y que no influyan en los resultados del trabajo. La temperatura fue la misma de los
cultivos pre-experimentales; mientras que el alimento se agregé en cantidades 10
mg C mL, con la finalidad de mantener una densidad poblacional elevada. Se
mantuvieron asi durante otro mes hasta que las poblaciones alcanzaron densidades
altas y poder iniciar el trabajo.

Adicionalmente, se cultivaron dos cepas de rotiferos pertenecientes a otros linajes
filogenéticamente cercanos dentro del clado SM de este complejo: Brachionus sp.
‘Almenara’ (Alm) (GOmez et al., 2002), donada por el Dr. Manuel Serra de la
Universidad de Valencia, y la otra de la laguna de Alvarado, Veracruz, donada por
el Dr. Alejandro Pérez Legaspi del Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio (ITBOCA)
denominada Brachionus sp. ‘Alvarado-Almenara’ (Av-Alm), nombrada asi por el
lugar que se encontrd y su cercania filogenética con B. sp. ‘Almenara’ (A. Alcantara-
Rodriguez, comunicacion personal; Mills et al., 2016). Estas cepas también fueron
establecidas como cultivos monoclonales, tres cultivos de B. sp. ‘Almenara’ y cinco
de B. sp. ‘Alvarado-Almenara’, crecieron en la misma camara de incubacion, con
una salinidad de 15 g L, la cual se ajustd a 9 g Llpara estar en las mismas
condiciones. Por udltimo, el M. en C. Arturo Alcantara Rodriguez proporciono
imagenes digitales de individuos de una cepa del rotifero B. ibericus (SM5), con sus

respectivas mediciones, para incluir a la especie en los analisis morfolégicos.

Analisis morfolégicos

De las cepas previamente cultivadas se tomaron 50 individuos de cada poblacion
(5 poblaciones; i.e., n = 50 x 5) mas las imagenes digitales de B. ibericus para la
realizacion de estos andlisis. Todas las hembras que fueron seleccionadas
presentaban un Unico huevo subitaneo, esto para asegurar que ya tenian la talla de
adulto. Estas fueron fijadas con formaldehido al 4% y se les tomaron fotografias de
forma individual con un microscopio Leica® DMLB2 y una camara digital Motic
Imagic plus 2.0°. Las imagenes obtenidas fueron de una resolucién de 2088 x 1550

pixeles en un formato de mapa de bits (*.omp). En ellas se realizaron las mediciones
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para la realizacion de los andlisis de varianza morfologica. Se midieron todas las
imagenes digitales con ayuda del programa Motic Imagic plus 2.0®, previamente
calibrandolo con un microscopio Leica® DMLB2. Todas las mediciones fueron
obtenidas en umy se les promedio.

Analisis morfologicos: morfologia tradicional lineal

Se basa en la medicién de los caracteres morfolégicos mas relevantes de los
individuos. En este trabajo se midieron cinco caracteres con base en los trabajos de
Ciros-Pérez et al. (2001) y Alcantara-Rodriguez (2010). Los caracteres medidos
son: a) el largo de la loriga, b) el ancho de la apertura de la loriga, c) el ancho de la
loriga, d) largo de las espinas interiores y €) el tamafio de la espina media. Ademas,
se determinaron algunas relaciones alométricas que se relacionan con la forma del
individuo (c/a, b/a) y la longitud relativa entre las espinas interiores dorsales (d/e).
Los resultados capturados de las mediciones fueron promediados y analizados con
el test de Kruskal-Wallis para comparacion multiple de medias, al obtener
diferencias significativas se realiz6 un test post hoc U de Mann-Whitney para ver las
diferencias entre las poblaciones (Dytham, 2011), ambos test se realizaron con
ayuda del software IBM® SPSS® Statistics (SPSS® Inc, 2010).

Analisis morfolégico: morfologia geométrica

Estos andlisis se basan en la cuantificacion de la forma de un individuo,
transformando su imagen a un poligono en un plano cartesiano, mediante la
colocacién de unas marcas denominadas landmarks en zonas de importancia
morfoldgica (Klingenberg, 2011). Para trabajar con los landmarks fue necesario la
transformacion de las fotografias tomadas a imagenes digitales con formato *.tps
con ayuda del software TPSutil® y luego se colocaron las marcas con el software
TPSDig2® (Viscosi & Cardani, 2011). Las imagenes digitales con los landmarks
fueron cargadas en un software de analisis morfoldgicos para trabajar con ellas,
procesando los puntos seleccionados y expresandolos en coordenadas de GPA

(andlisis generalizado de Procrustes), con esta informacién se realizan los andlisis
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(Klingenberg, 2011; Viscosi & Cardani, 2011). Se utiliz6 el software de MorphoJ®
desarrollado por Klingenberg (2011) debido a su conjunto de funciones y andlisis
gue toman en cuenta la simetria bilateral de la configuracion de los landmarks y sus
herramientas para observar la varianza morfolégica (Klingenberg, 2011).

Con base a lo explicado anteriormente, las fotografias tomadas fueron
transformadas en imagenes digitales a las cuales se les colocaron siete landmarks
(Fig. 2): cinco en las espinas y apertura de la loriga, uno en la parte media y mas
ancha de la loriga y el Ultimo en la parte mas alejada de la loriga. Se cargaron las
imagenes en el software MorphoJ® para la realizacion de los andlisis morfolégicos
geometricos. Para conocer la variacion de la morfologia se realizé una serie de
analisis estadisticos integrados en el programa.

Primero se realiz6 un ANOVA de las coordenadas obtenidas por el GPA (ANOVA
de Procrustes) para conocer si hay variacion entre los individuos (Klingenberg et al.,
2002). Después, para conocer con mas detalle la varianza morfolégica de los grupos
se realiz6 un analisis de correlaciones canonicas (CVA, por sus siglas en ingles), ya
gue de acuerdo a otros trabajos (e.g., Rofhl et al., 1996; Klingenberg et al., 2005;
Viscosi & Cardani, 2011) es muy efectivo para las comparaciones morfolégicas, ya
gue puede hacer inferencias estadisticas, mostrar las diferencias que presenten y

predecir afiliaciones entre los grupos de datos.

Figura 2 Variables para los analisis morfolégicos: donde a es largo

‘o~

a Ciros-Pérez et al. (2001).
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RESULTADOS

Morfologia tradicional

La prueba de Kruskall-Wallis indico que se en al menos en algunas de las variables
habia diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones (ver tabla 12
en el anexo), por lo que procedi6 a realizarse la prueba U de Mann-Whitney para
ver en donde se encontraban estas diferencias (Véase de la tabla 22 a la 102 en el

anexo).

La diferencia morfolégica principal se presenta en el largo la loriga (la variable a,
fig.2), en donde se agrupan las tres poblaciones pertenecientes ala cuenca Oriental,
Alc, Atx y LPr conocidas como B. sp. ‘México’, no se aprecia ninguna diferencia
estadistica significativa entre ellas (Tabla 1 y 3 en el anexo, Fig. 2) con un promedio
de 210.6 £ 3 um (U de Mann-Whitney; todas p>0.05). Mientras que si difieren de
las otras poblaciones y a su vez se presentan ligeras diferencias entre estas (U de
Mann-Whitney; p todas <0.05). Por lo que la poblacion AIm que pertenece a B. sp.
‘Almenara’ es la especie mas grande (232.7 + 1.8 ym), seguida de la poblacién Av-
Alm que es la de Alvarado (224.5 £ 1.3 um) y por ultimo a B. ibericus (164.6 + 1.9

pKm) como la mas pequefia de las cuatro. (Véase Tabla 1y la fig.3).

En el caso de la variable ¢ (ancho de la loriga, véase la tabla 1 y la fig. 3) y de su
relacion con a (c/a), de igual manera, los rotiferos pertenecientes a B. sp. ‘México’
no presentan diferencias entre las poblaciones de Oriental (U de Mann Whiyney;
todas p>0.05; tabla 1 y 4 en el anexo) con tamafio de 144.7 £ 2.2 um. Sin embargo,
al igual que el largo, en esta variable B. sp. ‘Almenara’ (155.8 £+ 3 um) y B. sp.
‘Alvarado’ (159.3 £ 3 um) mostraron diferencias significativas (U de Mann Whitney;
todas p>0.05). En la relacién del largo contra el ancho de la loriga, B. ibericus no
mostré diferencias con B. ‘México’ (U de Mann Whitney; p>0.05), ya que presentan
una forma similar si los comparamos contra B. ‘Almenara’ (0.672 £ 0.004 um) y B.

‘Alvarado’ (0.741 £ 0.009 um) que tienen formas relativamente mas alargadas.
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Tabla 1 Se muestran los resultados obtenidos (media + error estandar) de las mediciones de las cinco variables (a, el largo de la loriga; b, el ancho

de la apertura de la cabeza; c, el ancho de la loriga; d, largo de las espinas interiores; y e, tamafio de la espina media) que se representan en la

Fig. 2 y las relaciones alométricas asociadas con la forma del organismo (c/a, b/a, d/e, d/a). Todas las mediciones estan um. Los datos que presentan

la misma letra indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones segin el test post-hoc U de Mann-Whitney

(p>0.05).
Poblacion a b Cc d e cla b/a d/e d/a
.|
LPr ) ) ) ) ,  0701% 0.475 + 1.136 + .
208.14+ 2.8 1005+ 15 146.52+2  259+0.3° 17.18+0.3 0.0055 0.009% 0.01¢ 1.114 +0.01
Alc ) be ,  26.48% 17.73 + 0.697 + 0.486 + 1.115 + be
211.5+3 102.69 + 2.6°  143.66 + 2.2 0,30 0,30 0.005° 0.003% 0,01 1.121+0.01
0.696 + 0.489 + 1.125 +
Atx 212.38+23" 103.3+1.3° 147.06+1.5° 26.56+0.3° 18.01+0.4° 0.005° 0.003° 0,018 1.135 +0.01°
0.672 + 0.576 + 0.912 +
Alm 232.70+1.8° 108.36+1.6% 155.83+2.2° 27.98+0.6° 23.89+0.3° 0.004% 0.008° 0,02 0.982 + 0.022
0.741 + 0.543 + 1.474 +
Av-Alm 22451+13° 106.25+1.29  150.93+2° 224+049 20.2120.4¢ 0.009° 0.005¢ 0,019 1.474 +0.01°
hari 0.771 + 0.523 + 0.624 +
B. ibericus 16452+1.92 86.36+1.2% 127.42+1.8% 16.78+05% 10.2 6+ 0.22 0.003¢ 0.007° 0.01° 1.536 + 0.01¢
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Figura 3 Se muestran los resultados (media + error estandar) de la variable a que corresponde al largo
de la loriga (A) y la variable b que es el ancho de la loriga (B) de los individuos analizados de cada
poblacion. Poblaciones con diferente letra indican que hay diferencias significativas entre ellas segun la
prueba post-hoc de Mann-Whitney (p<0.05).

En las variables relacionadas con el tamafio de las espinas (d y e, véase; Tabla 1; y 52
y 62 en el anexo) y su relacion alométrica (d/e) se repitié el mismo patrén que con las
variables anteriores, las poblaciones de Alchichica, Atexcac y la Preciosa forman una
agrupacion aparte de las demas poblaciones (U de Mann-Whitney; todas p>0.05);
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mientras que B. sp ‘Almenara’. B. sp ‘Alvarado’ y B. ibericus estan separadas entre si
(U de Mann-Whitney; todas p<0.05).

El ancho de la apertura de la cabeza (variable b) tuvo diferencias significativas en la
prueba de Kruskal-Wallis (Todas p<0.05), y con la prueba de U de Mann Whitney se
formaron varios grupos, uno con las poblaciones de B. sp. ‘Almenara’ (108.3 £ 1.9 um)
y B. sp. ‘Alvarado’ (106.3 £ 1.2 um), y, en la cuenca Oriental la poblacion de Alchichica
(102.2 £ 2.6) um no presenta diferencias respecto a las otras dos (LPr, 100.5 £ 1.5 um
y Atx 103 £ 1.3 um ), pero estas si presentan diferencia entre ellas (U de Mann-Whitney
todas p>0.05). B. ibericus queda como un grupo aparte. La relacion de apertura de la
cabeza contra el largo de la misma (b/a), agrupa a todas las poblaciones como se
describio previamente (U de Mann-Whitney; todas, p<0.05) (Véase tabla 1y las tablas
de U de Mann-Whitney en el anexo).

Resumiendo, tanto en las cinco variables morfométricas como en sus relaciones
alométricas principales, las tres poblaciones pertenecientes a los lagos de la Cuenca
Oriental no presentaron diferencias morfologicas significativas, pero si contra las
demas poblaciones analizadas. Resaltando el largo de la loriga como la variable donde
se aprecian mayores diferencias y que, junto con el ancho de la mismas y sus

relaciones alométricas, separa a B. sp. ‘México’ y las demas poblaciones entre si.
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Figura 4 Se muestra la ubicacion general de los landmarks en una red de deformacién en un plano

cartesiano representado por los centroides y las lineas de tendencia que representan a las seis

poblaciones estudias, obtenidas a través de la interpolacion de todas las imagenes digitales de cada
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uno de los individuos analizados provenientes de las poblaciones experimentales. A, Alc; B, LPr; C, Atx;
D, Alm; E, Av-Alm y F, B. ibericus.

Los landmarks de las imagenes digitales fueron transformados en coordenadas de
GPA, obteniendo una configuracion general para cada poblacién, es decir que se
recred un rotifero virtual en base al promedio de todos los landmarks de cada una de
las imagenes digitales (véase Fig. 4), representados por un centroide en cada uno de
los siete puntos analizados. En las figuras se aprecian claramente los centroides,
algunos de los cuales poseen una linea de tendencia, que muestra la variabilidad de
la forma intra-poblacional. También se puede apreciar claramente que hay diferentes
modificaciones espaciales entre las poblaciones. El analisis de ANOVA indico (Véase
tabla 3 y 4) que entre las poblaciones si se encuentran diferencias significativas en al
menos uno de los siete landmarks que delimitan la forma de los individuos y en el

tamano de su centroide.

Los datos fueron comparados mediante un analisis de correlaciones canonicas, para
poder determinar las relaciones lineales entre ellos, se pueden agrupar y separar entre

poblaciones. Los resultados del analisis se muestran en la Tabla 3y 4.

El analisis se realiz6 con 5 variables canonicas (CV), de estas la que tuvo una mayor
correlacién candnica fue CV1, con un valor propio (i.e., eingen values) de 3.276 y un
porcentaje de varianza explicada del 55.55%. Esta variable candnica representa la
varianza morfologica en las espinas de las poblaciones (véase, Fig. 7). Seguida de
CV2, con un valor propio de 2.028 y un porcentaje de varianza explicado del 34.38%,
con un valor porcentual acumulativo entre las dos de 89.92%. Esta variable representa
la varianza de los 0 5 a 7, aquellos que delimitan la forma de la loriga. Ya con menor
valor explicativo sigue CV3, alcanzando un valor porcentual acumulativo total de
96.21%; que sefalan las diferencias entre los landmarks 3 a 5 que delimitan la apertura
de la loriga. Las variables CV4 y CV5 no representan algun porcentaje de varianza

importante (>3%).
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Tabla 2 Resultados del andlisis de correlacion canénica de los landmarks. Donde se observa que la
varianza obtenida se encuentra en 5 variables candnicas (CV). Se muestran los valores propios y la

varianza explicada por cada variable candnica y el porcentaje acumulativo de la varianza.

Valor propio (i.e., ) )
VC ) % varianza % acumulativo
eingenvalores)

1 3.276 55.545 55.545
2 2.028 34.377 89.921
3 0.371 6.295 96.216
4 0.164 2.79 99.006
5 0.058 0.994 100

De acuerdo con lo anterior, Se utilizaron las variables CV1 y CV2 para realizar un
analisis grafico que muestra a todos los individuos analizados y, de esta forma, poder
conocer los patrones de variacion entre las poblaciones y su posible agrupacion en
conjuntos de datos. Para complementar este analisis, se adicion6 un tercer eje (z), en
el cual se representa el largo de la loriga, ya que fue la variable que mostré la mayor
varianza en el analisis de morfologia tradicional. El resultado se muestra en la Figura
5.
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Figura 5 Se muestran las variables de correlacién candnica resultado del andlisis de morfologia
geométrica y el largo de la loriga. Factor 1 es la variable candnica 1 (CV1), Factor 2 es la variable
canodnica 2 (CV2), Size es el largo de la loriga. Cada punto es un individuo analizado por poblacion.
Las lineas que salen de cada punto se dirigen al centroide generado por los andlisis de Procrustes

de cada una de las poblaciones.

En la Fig. 5 se muestra que, en efecto, las poblaciones de la cuenca Oriental no
presentan diferencias significativas entre si en su varianza morfoldgica y el tamafio de
su centroide generado por el analisis de Procrustes (valor de p>0.05), por lo que

forman un grupo que esté claramente separado de las otras tres poblaciones. Tanto
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B. sp. ‘Almenara’, B. sp. ‘Alvarado’ y B. ibericus muestran diferencias significativas en
su forma y el tamafio de su centroide (valor de p<0.05). Asi, se observa que se forman
cuatro grupos que pueden diferenciarse claramente, lo que indica diferencias
significativas en la forma de la loriga de estas especies. El programa realiza igual una
tabla de la distancia de Procrustes comparando a las poblaciones y donde se muestran
las diferencias estadisticas (Tablas 3 y 4).

Tabla 3 Distancia de Procrustes entre las poblaciones.

Alc Alm Av-Alm Atxc B .ibericus
Alm 0.0514
Av-Alm 0.031 0.0543
Atx 0.0504 0.0793 0.0481

B. Ibericus | 0.0743 0.1059 0.0685 0.0366

LPr 0.0524 0.0529 0.0347 0.0527 0.0734

Tabla 4 Valores-p (<.05) para el test de permutacion de la distancia de Procrustes entre las
poblaciones. Asterisco (*) significa que no hay diferencias estadisticamente (P>.05) significativas entre
€s0s grupos de datos.

Alc Alm Av-Alm Atx B.ibericus
Alm .039
Av-Alm .012 <.001
Atx .059* <.001 <.001
B. ibericus <.001 <.001 <.001 .011
LPr 0.741~ .004 .017 .075* <.001
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Por lo tanto, los analisis morfoldgicos realizados, tanto los de morfologia tradicional
como geomeétrica, muestran que el rotifero B. sp. ‘México’ de la cuenca Oriental, puede
diferenciarse morfolégicamente de otras especies filogenéticamente cercanas
pertenecientes al mismo linaje SM (véase, Mills et al., 2016). Resaltando como sus
principales diferencias el largo de loriga (variable a del andlisis de morfologia
tradicional) y su varianza morfolégica en la configuracion espacial de las espinas
antero-dorsales (landmarks 1 a 5) y la posicion de la zona mas ancha de la loriga
(landmark 6). Asi mismo, se muestra que las poblaciones de B. sp ‘Alvarado’ y B. sp.
‘Almenara’ igualmente, presentan diferencias entre ellas. B. ibericus arroj6 los

resultados esperados, estando siempre separado de las demas poblaciones.
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DISCUSION

En esta tesis fue posible discernir entre diferentes especies pertenecientes al complejo
criptico Brachionus grupo plicatilis, por medio de analisis comparados empleando
herramientas de morfologia tradicional y geométrica, sobre la base de su tamafio y la
forma del cuerpo.

En los resultados de los analisis de morfometria tradicional se obtuvo que el tamafio
es la principal caracteristica para diferenciar a estas especies entre si. Y la variable a
del analisis, que corresponde a la longitud de la loriga, puede ser utilizada como un
buen descriptor para, de manera general, diferenciar entre especies. Con base a ellas
las poblaciones se diferenciaron de la siguiente manera: B. sp. ‘Almenara’ es la de
mayor tamafio, seguida de B. sp. ‘Alvarado’, luego las tres poblaciones pertenecientes
a los lagos de la cuenca Oriental, La Preciosa, Atexcac y Alchichica (que no presentan
diferencias significativas entre ellas) y, finalmente, B. ibericus como la de menor
tamafno. De acuerdo con la evidencia histérica, esta medida fue la primera utilizada
para diferenciar entre morfotipos de B. plicatilis s.I. en los trabajos de acuacultura
(véase, Fukusho et al., 1982; Fu et al., 1991) y que termind por reconocerse como un
caracter sinapomorfico (Mills et al., 2016) que diferencia entre los tres clados en base
a su tamafo relativo. Por lo que, hablar de los morfotipos L (large; para los de mayor
tamafo), SM (small-medium; para aquellos de tamafio intermedio) y SS (small-small;
para los mas pequefios) propuestos por GOomez et al. (1995) y Serra (1995), siguen

teniendo sentido no solo practico, sino bioldgico y filogenético.

Todas las demas variables de este analisis también muestran diferencias
estadisticamente significativas, pero la mayoria estan relacionadas con el tamafio de
la loriga, es decir, con todas se ordenan a las poblaciones del mismo modo: B. sp.
‘Almenara’ la mas grande y B. ibericus la mas pequefia. Sin embargo, al relacionar
estas variables entre si nos muestran algunas relaciones alométricas que permiten
identificar formas relativamente diferentes entre las especies. Al comparar c/a (ancho
contra largo) se obtienes que las poblaciones con mayor tamafio como B. ‘Almenara’

y B. ‘Alvarado’, son también mas alargadas mientras que, las que tienen menor tamano
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(en este caso B. ibericus y las poblaciones de la cuenca Oriental) son de cuerpos mas
cortos y redondeados. También se puede resaltar que, al comparar el tamafio de las
espinas contra el largo (d/a), las poblaciones que tienen un menor tamafo tienen sus
espinas relativamente mas largas que aquellas que presentan un mayor tamafo. Por
lo que los resultados de este andlisis pueden discernir en base al tamafio y la forma

relativa de los individuos.

Trabajos como el de Ciros-Pérez et al. (2001) ya mostraban que el tamafio de la loriga
es un factor para discriminar entre los rotiferos pertenecientes al complejo. Estos
autores encontraron diferencias entre las poblaciones que estudiaron, lo que los
condujo a realizar una caracterizacion morfologica y hacen la descripcion taxondmica
de B. ibericus y la redescripcion de B. plicatilis s.s. y B. rotundiformis s.s. Asi, utilizando
también relaciones alométricas describen que los individuos pertenecientes a B.
plicatilis s.s. son menos anchos y mas alargados, y que sus espinas son relativamente
mas chicas en relacion al largo de su cuerpo en comparacion con los otros dos grupos.
Los rotiferos pertenecientes a B. rotundiformis, por su parte, son mucho mas
redondeados y B. ibericus se encuentra en un punto intermedio de forma. Este patron
coincide con los resultados de las relaciones ancho/largo y tamafio de las
espinas/largo de la loriga obtenidas en esta tesis y que discriminan adecuadamente
entre las poblaciones de B. sp. ‘Mexico’ y las demas, a pesar de que todas pertenecen
al mismo clado (SM), donde, a priori, era de esperarse que las diferencias morfologicas

fueran menores.

De manera complementaria, se realizo el analisis de morfometria geométrica para
tener una mejor caracterizacion de la divergencia de forma de las poblaciones, ya que
actualmente se ha comprobado que esta herramienta es muy util en los distintos
campos de la biologia, ayudando a poder diferenciar especies con poca divergencia
morfoldgica pertenecientes a diferentes grupos (Rohfl et al., 1996; Sheets et al., 2006;
Mutanen & Pretorious, 2007; Clabaut et al., 2007; Young et al., 2010; Viscosi &
Cardani, 2011). Los resultados obtenidos en esta tesis a partir de la configuracion de

los landmarks indican que si hay divergencia en la forma entre las especies.
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La configuracién utilizada permite conocer no sélo la forma de la loriga, sino también
la que se pueda presentar en las espinas antero-dorsales. El analisis muestra que las
principales diferencias se encuentran en la posicion espacial de las espinas y del
ancho de los individuos, que caracterizan a las variables candnicas uno (CV1) y dos
(CV2), respectivamente, del andlisis multivariado realizado. Este par de variables
explican en conjunto el 89.9% de la varianza de la forma e indican que las poblaciones
estudiadas muestran diferencias morfoldgicas entre ellas, siendo congruentes con los
resultados obtenidos con el analisis de morfologia lineal tradicional, que indican que
las poblaciones de la Cuenca Oriental no presentan diferencias morfoldgicas entre
ellas pero que, igualmente, se diferencia de las demas especies, las cuales también

pueden ser separadas correctamente entre si.

Otros trabajos de investigacion en la que se utiliza este tipo de andlisis para resolver
problemas de estasis morfolégica entre especies filogenéticamente muy cercanas es
el caso de Fontaneto et al. (2007), quienes realizaron un estudio similar para poder
diferenciar dos especies de rotiferos del complejo B. plicatilis pertenecientes al
morfotipo L. Sin embargo, la posicion de los landmarks que utilizaron estos autores,
solo recorria el contorno de la loriga, sin considerar las espinas y ademas utilizaron
también la morfologia del trophi. Sus resultados encontraron diferencias sutiles tanto
en la loriga como el trophi que permiti6 diferenciarlos como dos entidades
taxonomicas, una correspondiente a B plicatilis s.s. y la otra que describieron bajo el
nombre de B. manjavacas. De manera parecida, Giri & José de Paggi (2006) trabajaron
con otra especie del mismo género, en la cual se reconocen diferentes entidades al
nivel subespecifico de “forma”, los denominados B. caudatus f. ahlstromiy B. caudatus
f. austrogenitus. En este estudio, la configuracién de landmarks que ellos utilizaron
también incluia a las espinas antero-dorsales y concluyeron en base a sus resultados
gue la morfologia es conservativa y por lo tanto se trata de dos entidades taxonémicas

distintas.

Los resultados obtenidos en esta tesis complementan los resultados obtenidos por

Alcantara-Rodriguez et al. (2012), quienes trabajaron con las poblaciones de la
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Cuenca Oriental y describen evidencia de adaptacion local y divergencia genética
entre ellas, concluyendo que se trata de una especie nueva de este complejo que ain
no ha sido descrita y que, temporalmente han denominado B. sp. ‘México’. Esta Tesis
muestra que, a pesar de las divergencias ecoldgicas, no existe divergencia morfologica
entre estas poblaciones. Por lo que ahora podemos decir que son genéticamente y
morfolégicamente iguales ademas que aun tienen el potencial de mantener flujo
genético entre si, aunque la poblaciéon de La Preciosa ya tiene una divergencia
ecoldgica importante.

Recientemente, Mills et al. (2016) realizaron un estudio integrativo, en el que reuniendo
la mayor cantidad de informacion disponible de las especies dentro del complejo
provenientes de todo el mundo y por medio de analisis de taxonomia molecular con
las secuencias de los genes COI e ITS, concluyeron que existen al menos quince
especies dentro del complejo (véase también Suatoni et al., 2006), de las cuales solo
seis estan descritas formalmente hasta la fecha. En base a estos datos realizaron un
analisis enfocado en conocer la filogenia del grupo y, sus resultados indican que el
tamafo de los individuos tiene una sefal filogenética elevada. Ademas, establecen
claramente la relacién de B. sp. ‘México’ (clado SM7 sensu Mills et al., 2016) con las
otras seis especies hermanas del clado SM, siendo B. sp. ‘Almenara’ la especie

filogenéticamente mas cercana a B. sp. ‘México’.

Asi, esta tesis logra encontrar diferencias estadisticamente significativas en el tamafio
y la forma entre tres linajes pertenecientes al morfotipo SM (de las cuales, solo B.
ibericus tiene una descripcion formal), y contribuir a aportar evidencia para que se
pueda hacer en un futuro cercano la descripcion apropiada de estos taxones con
estatus indefinido (i.e., nomina nuda; International Code of Zoological Nomenclature,
1999). Dejando claramente establecido que las poblaciones de La Preciosa, Alchichica
y Atexcac conforman una sola especie, B. sp. ‘México’, con caracteristicas
morfoldgicas Unicas y claramente diferenciables de sus especies hermanas. Por otro
lado, B. sp. ‘Alvarado’ y B. sp. ‘Almenara’ aunque no presenten divergencia genética

entre ellas (Alcantara-Rodriguez, 2010; Mills et al., 2016), nuestros resultados indican
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gue existen diferencias detectables en su tamafio y forma, por lo que es necesario un
analisis mas profundo para dilucidar la posible existencia de divergencia en algun otro
rasgo (p. €j., reproductivo o ecoldgico), o bien la existencia de polimorfismos debidos
a aislamiento geogréficos, ecoldgico y/o deriva genética.

B. sp. ‘México’ estd reconocido como una especie aun no descrita, de la cual,
actualmente se conoce: (1) su divergencia genética y reproductiva dentro del clado
SM; (2) su afinidad por las aguas relativamente dulces; (3) que presenta una relacion
filogenética muy cercana con B. sp. ‘Almenara’ y B. ibericus, y (4) que su distribucién
geogréfica es limitada, se ha encontrado por el momento en sélo tres lagos crater
(Alcantara-Rodriguez et al.,, 2012) y recientemente en el lago playa EI Carmen
(Jiménez-Cruz y Ciros-Pérez, comunicacion personal), en la cuenca Oriental. Por lo
gue, los analisis de morfometria tradicional y geométrica realizados en esta tesis
aportan informacion acerca de su morfologia y la divergencia que presenta con
respecto a especies cercanas, incrementado el conocimiento acerca de esta especie
y su relacion dentro del complejo de especies cripticas del complejo B. plicatilis, el
grupo de rotiferos del cual se tiene mas informacion de sus patrones de diversificacion
y evolucibn como con ninguno otro, dada su importancia en acuacultura,

ecotoxicologia, como modelo ecoldgico, fisiologico, etc. (Mills et al., 2016).
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CONCLUSION

Los resultados de los analisis morfométricos indican que las tres poblaciones de los
lagos La Preciosa, Alchichica y Atexcac ubicados en la Cuenca Oriental, México, no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre ellas en su forma, por lo
gue no se distinguen morfolégicamente. Sin embargo, se observaron diferencias
significativas cuando se les compara con respecto a individuos pertenecientes a otras
especies filogenéticamente cercanas ubicadas en el clado mediano (SM; sensu
GOmez et al., 1995) del complejo B. plicatilis, como es el caso de B. ‘Almenara’
(poblaciones aisladas de Almenara, Espafia y Alvarado, Veracruz) y B. ibericus
(originalmente descrita en Espafia) las cuales también muestran diferencias

estadisticas entre si.

Estos resultados, aunados a los publicados previamente sobre estos rotiferos
(Alcantara-Rodriguez et al., 2012), que los identifican como una especie bioldgica con
cohesion y aislamiento reproductivo, agrupamiento genético, rangos de tolerancia
ecoldgica especificos, etc., proporcionan informaciéon suficiente para poder hacer la
descripcion taxonomica formal de la especie endémica que habita los lagos de la

Cuenca Oriental que hasta ahora ha sido nombrada como B. sp. ‘México’.
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Anexo

Tabla 12 Se muestran en la tabla los resultados obtenidos en el test de Kruskall-Wallis, todos los
resultados cuyo valor de significancia sea p<0.05 presentan diferencias estadisticamente

significativas.

a b Cc d e
X? 112.016 98.897 88.783 110.170 164.650
gl 5 5 5 5 5
Valor de p <.001 <.001 <.001 <.001 <.001

A continuacién se mostrara una serie de tablas donde se pueden ver los resultados de
la prueba U de Mann-Whitney. Debido a que en esta prueba se comparan las series
de datos en parejas, con la finalidad de conocer con mayor exactitud donde estan estas
diferencias estadisticas, se obtuvieron 9 tablas (una por variable), y se colocaron en
este anexo para no mostrar informacion redundante en el apartado de Resultados. De
este modo las tablas pueden ser revisadas por quien guste ver los detalles

estadisticos.
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Tabla 22 Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable a: Largo de la Loriga. Las

poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea

P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacién Lpr Alc Atx Alm Av-Alm  B. ibericus
B.  de Mann- 24 125 0 1 0 i
Whitney
ibericus Valor de p .000 .000 .000 .000 .000 -
U de Mann-
e e 660 896.5 257 1258 .
Av-Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 .001 -
d -
 de Mann 6275 8895 2735 i
Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 -
U de .Mann- 5735 631 )
Atx Whitney
Valor de p 405 251 -
d -
U e.Mann 1538 5 )
Alc Whitney
Valor de p .900 -
U de Mann- i
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 32 Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable b: Ancho de la cabeza.

Las poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea

P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm  B. ibericus
B. U de Mann- 122 81 0 39 7 -
ibericus Whitney
Valor de p .000 .000 .000 .000 .000 -
Av-Alm UdeMann- 1023.5 1298 102 1743 -
Whitney
Valor de p .000 .001 0 313 -
Alm U de Mann- 627.5 1060.0 100.5 -
Whitney
Valor de p 000 .000 0 -
Atx U de Mann- 23 440.5 -
Whitney
Valor de p .000 .052 -
Alc U de Mann- 1432 -
Whitney
Valor de p 455 -
Lpl’ U de Mann- -
Whitney
Valor de p -
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Tabla 42 Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable c: ancho de laloriga. Las
poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea
P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm B. ibericus
vdeMann a3 505 22 40 32 i
B. Whitney
ibericus Valor de p .000 .000 .000 .000 .000 -
v deh_“"a””' 660 766 139 1492 i
AV-Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 .054 -
vdeMann 10805 10740 4355 i
Alm Whitney
Valor de p .001 .000 0.001 -
vdeMaeaas 404 :
Atx Whitney
Valor de p .942 114 -
U\;iVeh.Mann- 1307 )
Alc ithey
Valor de p .140 -
U de Mann-
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 5% Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable d: espina interior. Las
poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea

P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm B. ibericus
U de Mann- 6 0 0 3 235 i
B. Whitney
ibericus Valor de p .000 .000 .000 .000 .000 -
v deh_'\"a””' 8175 727 2555 4385 i
AV-Alm w |tney
Valor de p .000 .000 .000 .000 -
d -
v eh_Ma““ 1067.5 14000 600 i
Alm Whitney
Valor de p .000 .001 .004 -
UdeMann- £a8 7045 i
Atx Whitney
Valor de p 223 .661 -
U\;iVeh.Mann- 1395 )
Alc itney
Valor de p .336 -
U de Mann-
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 62 Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable e: espinaintermedia. Las
poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea

P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm B. ibericus
vdeMamn- 097 2075 85 14 18 i
B. Whitney
bericus | 401 dep .001 .000 .000 .000 .000 -
v deh_'\"a””' 2355 7425 237 798 i
AV-Alm w |tney
Valor de p .000 .000 0.000 0.000 -
d -
v eh_Ma““ 935 3355 3705 i
Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 -
vdeMant - gg5 415 :
Atx Whitney
Valor de p .000 110 -
U dtar]Mann- 1026 )
Alc Whitney
Valor de p 202 -
U de Mann-
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 72 Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable c/a: ancho/largo. Las

poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea

P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm  B. ibericus
U de Mann- 99 66 4 14 164 -
B. Whitney
ibericus I \ai0r ge p .000 .000 .000 .000 .000 -
Jeele 185 o1t 386 725 :
Av-Alm iney
Valor de p .000 .000 .000 .000 -
d -
vdeMam- g6 860 4425 i
Alm Whitney
Valor de p 0.000 .000 .000 -
el 510 546 :
Atx Whitney
Valor de p 210 .258 -
U de Mann- 990 )
Alc Whitney
Valor de p 102 -
U de Mann-
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 8% Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable c/a: cabeza/largo. Las
poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor de significancia sea

P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm  B. ibericus
v di_“"a””' 172 190 63 42 113 i
B. ibericus Whitney
Valor de p .000 .000 .000 .000 .000 -
d -
vdeMant 531 1159 50 1046 i
Av-Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 .000 -
vdeMann 229 600,000 15 i
Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 -
U de Mann- 28 530 )
Atx Whitney
Valor de p .000 220 -
U de Mann- 1431 )
Alc Whitney
Valor de p 452 -
U de Mann- i
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 92 Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable d/e: Espina
intermedia/espina media. Las poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados

cuyo valor de significancia sea P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm  B. ibericus
5 U de .Mann- 46 74 2 392 86 _
. Whitney
bericus |0 de p .000 .000 .000 .000 .000 -
vdeMamn- g9 1134 381 7135 i
Av-Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 .000 -
vdeMannm 306 531,000 63 i
Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .000 -
Ude.Mann- 502 538 )
Atx Whitney
Valor de p .017 223 -
U de .Mann- 1311 )
Alc Whitney
Valor de p .146 -
U de Mann- i
Lpr Whitney
Valor de p -
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Tabla 10® Se muestran los resultados de la U de Mann-Whitney en la variable d/a: Espina
intermedia/largo. Las poblaciones fueron comparadas una contra una, aquellos resultados cuyo valor

de significancia sea P>0.05 no presentan diferencias estadisticamente significativas

Poblacion Lpr Alc Atx Alm Av-Alm  B. ibericus
vdeMann- 49 140 46 148 96 i
B. Whitney
ibericus Valor de p .000 .000 .000 .000 .000 -
v deh_“"a””' 438 379 145 1223 i
Av-Alm whitney
Valor de p .000 .000 .000 .000 -
d -
V de Mann 628 664 618 i
Alm Whitney
Valor de p .000 .000 .001 -
U de Mann- 57 704.5 i
Atx Whitney
Valor de p .000 .061 -
U\fvi_“"a””' 1358 i
Alc itney
Valor de p .239 -
U de Mann-
Lpr Whitney
Valor de p -
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