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Resumen

Los sistemas acuaticos continentales lacustres son ambientes en donde se espera que
la diversificacion sea mayor que en otros sistemas acuaticos. Esto se debe a su
distribucion a manera de islas y a que cada cuerpo de agua tiene caracteristicas propias
resultado de la combinacién de factores fisicoquimicos y biologicos particulares. En esta
tesis se analiz6 la estructura y dindmica poblacional de los copépodos calanoides del
lago EI Carmen (Puebla y Tlaxcala), un ambiente somero y efimero con amplias
fluctuaciones de salinidad, a lo largo de un ciclo anual. Mediante un analisis de
componentes principales y correlaciones entre las principales variables limnoldgicas
(salinidad, temperatura, pH y oxigeno disuelto) asi como la densidad de las poblaciones
de copépodos calanoides, se determind que la salinidad y temperatura son las dos
variables que mejor explican la varianza de las densidades poblacionales de estos
organismos em el lago. La salinidad fue la Unica variable que mostré correlaciones
estadisticamente significativas con la densidad de los copépodos adultos. A partir del
analisis con el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | y de la utilizacion de metodologias
ad hoc para discernir entre unidades taxondmicas operacionales (UTOs; i.e., especies;
ABGD y PTP) se logr6 determinar la presencia de tres especies de copépodos
calanoides: una afin al taxén Leptodiaptomus cf. sicilis, que diverge 2.2% de L. cf. sicilis
gue habitan el lago Patricia, en Canada y en promedio 25.3% de L. sicilis s.s. descrito en
los Grandes Lagos canadienses. Ademdas, dos especies gemelas afines a

Mastigodiaptomus albuquerquensis (1 y 2) con una distancia genética entre ambas




especies del 4.9%; en promedio ambas especies cripticas divergen 19.7% de otras
especies afines al mismo género, asi como 10.2% de los organismos determinados como
M. albuquerguensis s.s. Se observé un patrén de sustitucion de estas especies dentro
del gradiente ambiental determinando principalmente por la salinidad donde L. cf. sicilis
domina en condiciones de salinidad alta (>7 g L), mientras que las dos especies de
Mastigodiaptomus lo hacen en las salinidades intermedias (entre 5y 6.5 g L), lo que
muestra la coexistencia de especies con un fuerte solapamiento de nicho. Sin embargo,
—se observd que M. albuquerquensis 1 presentd una alta variabilidad genética
intraespecifica, observandose la existencia de haplotipos aparentemente exclusivos de
condiciones extremas de baja (2.2 g L'!) o alta (>7 g L) salinidad, caracteristica que hace
suponer que esta especie es dominante sobre las otras dos especies de copépodos
calanoides que habitan el lago dada la aparicion y sustitucion de genotipos
especializados para hacer frente a las condiciones ambientales contrastantes. A partir de
los resultados obtenidos podemos decir que los copépodos del lago ElI Carmen
representan un sistema de estudio importante para entender los patrones de
estructuracién poblacional asociados a la variabilidad ambiental, asi como para entender

la divergencia de nicho en especies ecoldégicamente muy similares.




Introduccion

Sistemas acuaticos continentales como modelos de estudio de diversificacion

Los sistemas acuaticos continentales lacustres son ambientes en donde se espera que
la diversificacibn sea mayor que en otros sistemas acuaticos (p.e., los ambientes
marinos), ya que cada cuerpo de agua tiene caracteristicas propias resultado de la
combinacion de factores fisicoquimicos y bioloégicos particulares (Barrera-Moreno et al.,
2015). Esa variabilidad ambiental producto de la combinacion de factores fisicoquimicos
y biologicos particulares ocurre incluso dentro de un mismo cuerpo de agua, tal como
ocurre en los lagos temporales, que son un escenario idéneo en el cual podemos
observar como cambia la dindmica y estructura de una poblacion a lo largo del tiempo en
respuesta a la variabilidad ambiental (Comin et al., 1991; Alcantara-Rodriguez et al.,

2012).

Dentro de los organismos plancténicos que habitan estos cuerpos de agua, el
zooplancton, constituido por invertebrados pequefios (p.e., claddceros, copépodos,
rotiferos), juega un papel fundamental en la dindmica de estos ambientes. Los copépodos
(Crustacea: Copepoda), son un grupo extraordinariamente diverso (se han descrito mas
de 13,000 especies; Morales-Ramirez et al., 2014), destacando la existencia de una alta
diversidad morfoldgica, fisioldgica, de estrategias de vida y de capacidad para colonizar

distintos ambientes.




Dichas caracteristicas convierten a este taxén en un buen modelo para probar distintas
hipotesis sobre una gran variedad de procesos biologicos (p.e., procesos de adaptacion
y diversificacion; Bron et al., 2011). Ademas, su importancia dentro de los ecosistemas
acuaticos es por demas relevante, ya que son el eje principal de las cadenas tréficas
dentro de dichos ambientes, ya que tienen un rol como consumidores primarios y/o
secundarios, ademas de que sirven como una de las principales fuentes de alimento para

niveles tréficos superiores (Williamson y Reid, 2010).

Debido a las caracteristicas ambientales particulares del lago temporal EI Carmen,
ubicado en la Cuenca Oriental, México, es posible observar un gradiente ambiental
amplio a lo largo del ciclo anual. Dentro del lago —entre otras especies plancténicas-, se
ha registrado la presencia de tres especies de copépodos calanoides: Leptodiaptomus
cf. sicilis y dos especies cripticas (i.e., especies filogenéticamente cercanas, pero dificiles
de reconocer a simple vista; Bickford et al., 2007) afines al taxon Mastigodiaptomus cf.

albuquerquensis (Barrera-Moreno et al., 2015; Barrera-Moreno, comunicacion personal).

Los copépodos de vida libre presentan un desarrollo ontogénico complejo (Hairston y
Bohonak, 1998) en el que ademas de los huevos subitaneos, se incluye la produccion de
huevos de resistencia. Esta capacidad les permite evitar la extincién de sus poblaciones
aun cuando las condiciones del lago cambien totalmente o este se deseque (Hairston,
1996). Las caracteristicas ambientales altamente variables y la diversificacion de historias

de vida han ocasionado la coexistencia de especies ecologicamente similares, donde




cada una tiene caracteristicas ecofisiologicas particulares y distintas formas de responder

a las condiciones ambientales (Alcantara-Rodriguez, 2010; Gabaldon et al., 2015).

La especiacion cripticay el reconocimiento de las especies

Segun Bickford et al. (2007), se puede definir una especie criptica como “dos 0 mas
especies distintas que han sido erroneamente clasificadas bajo un solo nombre
especifico”. Es decir, se trata de dos 0 mas especies que no se reconocen mediante
caracteristicas morfolégicas, pero que exhiben caracteristicas ecofisioloégicas y de
reproduccion que las distinguen entre si (Lee, 2000). La existencia de especies cripticas
en copépodos y en otros invertebrados acuaticos es un fendmeno que ocurre
comunmente (Elias-Gutiérrez et al., 2008), inclusive estas entidades pueden coexistir en

simpatria (Ciros-Pérez et al., 2001).

Para los taxdnomos -y los bidlogos en general- siempre ha sido una meta conocer el
namero de especies que habitan el planeta, sin embargo, en las ultimas dos décadas la
investigacion sobre especies cripticas se ha incrementado notablemente, esto debido en
gran medida, al desarrollo de herramientas moleculares que han facilitado la

identificacion de dichas especies (Bickford et al., 2007).

Esta diversidad “oculta” ha supuesto un reto para los investigadores en los ultimos afios
debido a que es complicado establecer un limite claro entre especies mediante

unicamente informacion morfoldgica.




La identificacion erronea de especies cripticas supone problemas en distintos niveles.
Por ejemplo, subestimar los calculos de diversidad especifica de una zona de estudio
determinada, es una de las muchas problematicas que se pudiesen generar y que, a su
vez, tiene consecuencias al momento de tomar decisiones sobre temas de conservacion
y manejo de recursos. Ademas de esto, se puede llegar a generar pérdidas econémicas
si no se logran determinar de manera certera especies cripticas con importancia médica
y economica (p.e., control de plagas; Paterson, 1991). Finalmente, se podrian asumir
conclusiones erroneas al momento de analizar la dinamica e interaccion de las
poblaciones en donde se formen complejos de especies cripticas (p.e., confundir una
especie generalista que en realidad pudiera formar un complejo de especies

especialistas; Hebert et al., 2004; Marrone, 2013).

En particular, en sistemas acuaticos continentales, se han reportado varios casos de
copépodos que inicialmente eran considerados especies con una distribucién geografica
amplia, sin embargo, a través de evidencia molecular, morfologica, ecoldgica y/o
reproductiva, se ha demostrado que gran parte de esas presuntas especies son en
realidad dos 0 mas especies cripticas que presentan un patron de distribucién restringido
determinado por las condiciones ambientales (Gutiérrez-Aguirre et al., 2014; Barrera-
Moreno et al, 2015). Debido a la dificultad de identificar mediante métodos taxonémicos
clasicos (i.e., solamente caracteres morfologicos), en afios recientes se ha dado mayor
importancia a la utilizacion de la informacion molecular para identificar organismos a nivel

especifico (Hebert et al., 2003).




Uno de los genes que se ha propuesto como una herramienta eficiente, a manera de
“codigo de barras universal”, para la identificacion a nivel molecular de especies de
metazoos, es el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (Hebert et al., 2003). A
pesar de ser una buena herramienta para identificar especies de grupos como
lepidopteros (Hajibabaei et al., 2006), peces (Lara, et al., 2010), organismos
zooplanctonicos como rotiferos (Mills et al., 2016), cladéceros y copépodos (Elias-
Gutiérrez et al., 2008; Montiel-Martinez et al., 2008; Gutiérrez-Aguirre et al., 2014;
Barrera-Moreno et al., 2015), entre otros grupos (véase, p.e., : BOLD Systems, 2010;
http://www.boldsystems.org), aun existen algunas controversias sobre su utilizacion,
como por ejemplo, la idea de utilizar los marcadores moleculares como un sustituto de la
taxonomia clasica (Ebach y Holdrege, 2005). Sin embargo, dichas afirmaciones no son
del todo ciertas, ya que la utilizacién correcta de los marcadores moleculares no supone
gue se use como una herramienta antagonista a la taxonomia clasica, sino todo lo
contrario, los marcadores moleculares son herramientas que deben de ser utilizadas
como un apoyo necesario al momento de generar informacién taxonémica. Es importante
resaltar que dicha informacién debe de ser validada, como ya hemos mencionado
anteriormente, a través de analisis comparados morfolégicos, ecoldgicos, reproductivos,

etc., para lograr una taxonomia integrativa (Gregory, 2005; Schlick-Steiner et al., 2010).

Otra de las dificultades que enfrenta la utilizacion de marcadores moleculares es el
establecimiento de un limite claro acerca de cuanta divergencia genética -es decir, cuanta
distancia genética- debe existir entre una especie u otra. Tradicionalmente, se utiliza una

metodologia llama “barcode gap”, que trata de encontrar el “gap” (la separacion) entre la




diversidad intraespecifica y la diversidad interespecifica. Hebert et al. (2003), propusieron
que dicho gap se calcula a partir de multiplicar 10 veces la distancia genética
intraespecifica promedio. Mientras que Smith et al. (2005) propusieron que el gap se
calculara a partir de aproximadamente el 3% de divergencia entre los clados. Sin
embargo, como se puede observar, dichos métodos son arbitrarios y no tienen un

algoritmo estadisticamente reproducible y fiable para delimitar a una especie.

Dadas estas circunstancias, Puillandre et al. (2012) propusieron un algoritmo
automatizado para delimitar entre Unidades Taxonomicas Operacionales (UTOs) que
correspondieran mejor con las especies bioldgicas. El algoritmo se basa en la misma
metodologia del barcode gap, sin embargo, el algoritmo agrupa el conjunto de datos en
un namero estimado maximo de grupos (i.e., especies) de manera que, la distancia entre

dos secuencias tomadas de grupos distintos sera siempre mayor que la distancia del gap.

Una alternativa a esta metodologia es la denominada GMYC (por sus siglas en inglés,
General Mixed Yule Coalescent; Fujisawa y Barraclough, (2013), que delimita especies
con la estadistica de maxima verosimilitud a partir de un arbol ultramétrico, lo cual a su
vez se puede convertir en un proceso computacionalmente tardado, demandante y que
suele ser poco fiable, debido a la falta de informacién en ciertos taxones. El andlisis PTP
(por sus siglas en inglés, Poisson Tree Processes; Zhang et al., 2013), surgié como una
alternativa para determinar UTOs a partir de arboles filogenéticos sin la necesidad de que
estos sean ultramétricos, eliminando asi las dificultades técnicas del método de GMYC.

El algoritmo PTP se basa en el numero de sustituciones entre cada clado, suponiendo
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que el numero de sustituciones entre especies es significativamente (en sentido
estadistico) mas alto que el niumero de sustituciones dentro los individuos de la misma

especie.

A partir de la idea de utilizar secuencias de DNA como coédigos de barra en un andlisis
para discriminar entre especies, entonces es pertinente hablar de otro de los conceptos
de especie muy utilizado, el concepto filogenético de especie. Dicho concepto fue
propuesto por Eldredge y Cracraft (1980), y reestructurado por Wheeler y Platnick (2000),
e indica que una especie es “la menor agregacion de poblaciones (sexuales) o linajes
(asexuales) diagnosticables por una combinacion Unica de estados de caracter”. En este
concepto también se considera que dentro de ese grupo “existe un patron de relaciéon
ancestro-descendiente entre los individuos” (Cracraft, 1983). De este modo, bajo el
concepto filogenético de especie, podemos definir a la especie como un agregado de
individuos dentro de un clado, con un ancestro en comudn y con una combinacién de

caracteres Unica.
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Los copépodos calanoides en el lago El Carmen.

Existen varios trabajos realizados con copépodos del género Mastigodiaptomus, los
cuales indican que este taxdn se encuentra distribuido desde la parte sur de los Estados
Unidos hasta Centroamérica. En la actualidad dentro del este género, se reconocen al

menos 11 especies distintas (Gutiérrez-Aguirre y Cervantes-Martinez, 2016).

En México, Gutiérrez-Aguirre y Cervantes-Martinez (2014), analizaron a los copépodos
afines a M. albuquerguensis, que se pensaba era una especie con un rango muy amplio
de distribucion (desde el norte hasta el sur del pais). Sin embargo, en dicho estudio,
encontraron que al menos existen un par de especies que habitan en el centro del pais
(Lago de Patzcuaro, Michoacan) y que han divergido de M. albuguerquensis s. s.
(Chihuahua, México), y que este, a su vez, es genéticamente y morfolégicamente distinto
a otras especies de Mastigodiaptomus. Estos resultados indican que, lo que se pensaba
gue en primera instancia era una sola especie con una distribucion muy amplia, en
realidad se trata de un complejo de especie cripticas, lo que abre las puertas al estudio
mediante analisis molecular y analisis morfolégico y ecoldgico en otras entidades

similares a M. albuquerquensis.

Ademas, datos no publicados por Barrera-Moreno, generados a partir del gen
mitocondrial COIl, muestran que dentro de los copépodos determinados como M. cf.
albuquerquensis que habitan el lago efimero EI Carmen existen al menos dos linajes
genéticamente distantes pero que son morfolégicamente irreconocibles (Barrera-Moreno,

comunicacion personal). A pesar de esto, la informacion que se tiene de estas dos
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entidades biologicas es muy escasa. Por ejemplo, no existen datos sobre la dinamica y
estructura de sus poblaciones, ni tampoco de su dinamica dentro del gradiente ambiental

gue se ha reportado en el lago El Carmen.

Otra especie de copépodo calanoide que habita este lago pertenece al género
Leptodiaptomus, que en general, ha sido descrito como un taxéon de talla pequefia a
mediana (Elias-Gutiérrez et al., 1999) y que presenta una distribucion amplia dentro de
Norteamérica, que va desde los Grandes Lagos, en Canad4, hasta la parte central de
México. Se tienen documentadas al menos siete especies distintas de este género (véase
Silva-Briano y Suarez-Morales, 2010), ademas del copépodo L. cf. sicilis, que habita

dentro de la Cuenca Oriental (Barrera-Moreno, 2010) incluyendo el lago EI Carmen.

Barrera-Moreno et al. (2015) analizaron las poblaciones de L. cf. sicilis en los lagos de
Atexcac (un lago salino; 6.5 g L), La Preciosa (un lago con salinidad baja; 1.2 gL 1)y
El Carmen (un lago somero y altamente variable; (1.9- 48.3 g L ). En dicho trabajo, a
pesar de que se encontrd6 una baja divergencia genética interpoblacional (<0.4 %
utilizando el gen COI), lograron observar diferencias a nivel morfologico (tamafio y
coloracion de los organismos), asi como diferencias ecoldgicas y ecofisiologicas.
Describiendo que los organismos se encuentran adaptados a las condiciones de su
medio local —adaptacion local- y observando la existencia de poblaciones especializadas
a las condiciones de salinidad de sus lagos: una especialista a condiciones de salinidad
alta (Atexcac) y otra a salinidades bajas (La Preciosa); ademas de una tercera poblacion

generalista, representativa del lago altamente variable, El Carmen. Ademas de estas
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evidencias sobre la adaptacion local de los copépodos L. cf. sicilis de la Cuenca Oriental,
Figueroa-Maya (2015), describe un patrén de diferenciacion de historias de vida entre los

copépodos de los tres cuerpos de agua antes mencionados.

Con esta informacioén, se podria formular la hipétesis de que estas tres poblaciones son
en realidad tres especies que se encuentran en un proceso de divergencia temprano
—esto debido a la baja divergencia genética <0.4%-. Sin embargo, tomando como criterio
final para la separacion de especies el entrecruzamiento, a partir de la informacion
generada por Barrera-Moreno et al. (2015) y Figueroa-Maya (2015), no es posible asumir
una completa separacion reproductiva de estas tres poblaciones. Por otra parte, Barrera-
Sanchez (2016), reporta por primera vez, para las poblaciones especialistas de L. cf.
sicilis de la Cuenca Oriental (poblaciones de Atexcac y La Preciosa), un proceso de
aislamiento reproductivo postcigotico, lo que nos permite suponer, bajo una vision
integrativa, utilizando datos moleculares, ecofisiologicos, morfolégicos y de
entrecruzamiento entre las poblaciones, que las poblaciones especialistas que habitan
en la Cuenca Oriental son en realidad dos especies distintas, adaptadas a las condiciones
locales de salinidad del cuerpo de agua en el que habitan y que ademas, dentro de la
misma cuenca existe una tercera especie generalista que habita en un lago somero y

altamente variable como lo es El Carmen..

A partir de los trabajos antes mencionados, podemos decir que en el lago El Carmen, que
es un ambiente somero y altamente variable, coexisten dos especies cripticas afines a

M. cf. albuquerquensis, ademas de otra especie aparentemente generalista atribuida a
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un taxon denominado L. cf. sicilis. Lo anterior supone un escenario en donde coexisten
tres especies de copépodos calanoides con capacidades ecofisiologicas y troficas
similares, que son planctonicas y que ademas tienen la capacidad de producir estructuras
de resistencia que les permiten seguir dentro del sistema y escapar a las condiciones

extremas de este ambiente.

De acuerdo con estos antecedentes, surgen una serie de preguntas: ¢EXxistiran
diferencias en las dinAmicas de las poblaciones de los copépodos calanoides a lo largo
del gradiente ambiental?, ¢ es la salinidad la variable ambiental que explica la presencia
0 ausencia temporal de estos organismos dentro de este cuerpo de agua somero y
altamente variable?, o bien ¢ existen otras variables que expliquen mejor la presencia de
estas especies?, ¢ qué tan frecuente es la coexistencia de estas especies ecolégicamente

tan similares en este lago?
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Hipotesis

La existencia de un gradiente ambiental dentro del lago ElI Carmen, en el que la salinidad
es uno de los factores que mas varia a lo largo del afio, asi como la coexistencia de tres
especies de copépodos calanoides (L. cf. sicilis y dos especies cripticas afines al taxon
M. cf. albuquerquensis), permiten establecer tres escenarios para entender cOmo es que
coexisten estas poblaciones a lo largo del gradiente ambiental, en los que se tienen tres

predicciones (Fig. 1):

1) Especies especialistas con 6ptimos poblacionales diferenciales y un patron de
sustitucion claro, en donde se observan la entrada y salida de las especies dependiendo

de la condicién ambiental.

2) Especies generalistas siempre presentes a lo largo gradiente ambiental, pero con

capacidades de carga diferentes.

3) Especies especialistas, presentes a lo largo de todo el gradiente ambiental y aunque
hay una sustitucion de genotipos asociada a los cambios temporales en las condiciones
ambientales, las tres especies se mantienen con densidades diferenciales a lo largo del

gradiente ambiental.
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Figura 1. Se esquematizan los tres escenarios planteados para explicar el patron de
sustitucion de las tres especies de copépodos calanoides que habitan el lago EI Carmen.
1) Especialistas con patron de sustitucion claro; 2) generalistas presentes a lo largo de
todo el gradiente ambiental, pero con eficacias diferenciales (no hay sustitucion); 3)
especialistas con 6ptimos diferenciales de eficacia, sin embargo, las tres estan presentes

a lo largo de todo el gradiente ambiental.
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Objetivo general

Analizar la estructura y dindmica poblacional de los copépodos calanoides y su patron de
sustitucién/coexistencia temporal de las especies existentes a lo largo de un ciclo anual

en el lago efimero EI Carmen.

Objetivos particulares:

e Describir el patron de cambio de las principales variables limnoldgicas a lo largo

de un ciclo anual en el lago EI Carmen.

e Analizar la estructura y dindmica demografica de los copépodos calanoides del

lago EI Carmen.

e Analizar la identidad genética de los copépodos calanoides utilizando el gen

mitocondrial Citocromo Oxidasa |.

e A partir de los resultados obtenidos, describir el patrén de sustitucién de las tres
especies de copépodos calanoides a lo largo de un gradiente ambiental durante

un ciclo anual.
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Area de estudio

El lago El Carmen (19°09' a 19°26' N, 97°33"'a 97°47' O; Fig. 2), también conocido como
Totolcingo, ubicado en la Cuenca Oriental entre los limites de los estados de Tlaxcala y
Puebla. Es un lago temporal, somero, con aguas muy turbias por sedimentos en
suspension. Ha sido reportado como un lago altamente variable, presentando un
gradiente temporal de salinidad que va desde 1.4 hasta 10 g L* (Barrera-Moreno, 2010).
Dentro del lago habitan al menos un par de especies de copépodos calanoides afines a
los taxones M. cf. albuquerquensis, L. cf. sicilis y el copépodo ciclopoide Acantocyclops
cf. robustus; ademas de otros organismos zooplancténicos tales como los cladéceros
Daphnia similis, Daphnia cf. exilis, Moina wierzejskii, Moina hutchinson, Moina affinis y
Alona sp.; asi como los rotiferos Brachionus pterodinoides, B. urceolaris, Cephalodella
catellina y Hexarthra jenkinae (Alcocer et al., 1997; Martinez-Caballero, 2016; Serrania y

Lépez, comunicacion personal).

Para el desarrollo de este proyecto, se seleccionaron tres estaciones de muestreo que
representan ambientes contrastantes dentro del lago. Estas estaciones se encuentran
separadas entre si por un camino de terraceria o un dique de 212 m de ancho que impide
el flujo de agua entre ellas (o lo deja muy restringido). Las estaciones son de permanencia
diferente (se desecan o llenan diferencialmente) a lo largo del ciclo anual, y proporcionan,

de manera general, una representacion del lago (Fig. 2C).
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Figura 2. (A) Vista general de la Cuenca Oriental, ubicada entre los estados de Tlaxcala, Puebla y Veracruz, el recuadro
sefala la ubicacion del lago ElI Carmen (modificado de Barrera-Moreno, 2010). (B) Vista general del lago, sefialando la
zona donde se realizaron los muestreos (modificados de Google Earth Pro©; Google Inc., 2017). (C) Localizacion de las

estaciones de muestreo; se indican las tres estaciones (estacion 1, estacion 2 y estacion 3).
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Métodos

Trabajo de campo. Se realizaron muestreos bioldégicos mensualmente en el lago El
Carmen durante el periodo de septiembre a septiembre 2016, completando un ciclo
anual. En cada muestreo y en cada estacion, se midieron oxigeno disuelto, conductividad
—sOlidos disueltos totales y salinidad-, temperatura y pH, utilizando una sonda

multiparamétrica Hydrolab DataSonde3/Surveyor®.

Se colectaron muestras de zooplancton cualitativas y cuantitativas utilizando una red de
plancton con una apertura de malla de 80 pum. Cuando el cuerpo de agua era muy somero
se utilizé una bomba de agua manual para lograr conseguir el volumen requerido. Para
obtener las muestras cuantitativas se filtraron entre 10-30 L de agua, posteriormente se
fijaron con formaldehido a una concentracion final del 4%. En el caso de las muestras
cualitativas, el volumen fue variable (>30 L), se fijaron con etanol al 100% y preservaron

en refrigeracion a -4°C para posteriormente, realizar el analisis genético.

Estructuray dindmica poblacional. A partir de las muestras cuantitativas, se analizo la
proporcién de sexos y la estructura por edades de los copépodos calanoides. Estos se
separando en cuatro grandes grupos dadas sus caracteristicas morfoldgicas y ecologicas
(Montiel-Martinez et al., 2008; Ciros-Pérez et al., 2015): (1) larvas nauplio, (2) copepodito
1 a copepodito 3 (C1-C3), (3) copepodito 4 a copepodito 5, y (4) adultos machos y
hembras. La identificacion a nivel de especie se realiz0 analizando los caracteres

sexuales secundarios en machos y hembras adultos de acuerdo con la literatura
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especializada (Elias-Gutiérrez et al., 2008; Reid y Williamson, 2010). En el caso de la
diferenciacion entre los estadios larvales y juveniles, al no poder distinguirse mediante
alguna estructura morfologica, se diferenciaron a nivel genérico (Leptodiaptomus vs.
Mastigodiaptomus) utilizando su tamafio relativo y/o color (i.e., los individuos de L. cf.
sicilis muestran una coloracion rojiza y son mas pequefios en comparacion con los de M.
cf. albuguerquensis, que ademas son translicidos). Ademas, todos los organismos
adultos -hembras y machos- se midieron a partir de la region cefalotoracica hasta la parte

terminal del abdomen.

Una vez obtenidos los valores de las principales variables limnoldgicas a lo largo del ciclo
anual, asi como la densidad de organismos, se realizé un analisis de componentes
principales (ACP) con el programa SPSS version 19 (IBM SPSS Inc., 2010), con la
finalidad de encontrar aquellas caracteristicas que expliguen mejor la variabilidad de las
densidades poblacionales de los copépodos calanoides del lago EI Carmen, de acuerdo
con lo obtenido en el presente estudio. Para el andlisis se excluyeron los meses con las
salinidades mas altas (octubre 2015, estacion 2, y agosto 2016, estacion 2) debido a que
en estos meses no se encontraron copépodos calanoides y porque fue posible obtener
una muestra suficiente para realizar el conteo, ya que el nivel del agua era muy bajo

(agosto 2016, estacion 2).

A partir de las densidades obtenidas, se realizaron correlaciones de Spearman para datos

no parameétricos (Dytham, 2011) con la finalidad de analizar la existia de una correlacion
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de estas variables demograficas con alguno de los parametros limnoldgicos

determinados.

Identidad genética. A partir de las muestras cualitativas de los meses de diciembre de
2015 y febrero del 2016, ambas de la estacion 1, se aislaron y secuenciaron 10 y 5
hembras adultas del taxon L. cf. sicilis, respectivamente. Para el taxon M. cf.
albuguerquensis, se aislaron y secuenciaron 10 hembras adultas de cada uno de las
estaciones representativas de salinidades bajas a altas en donde se encontraron
copépodos calanoides (2.2— 8.7 g L1): septiembre y diciembre de 2015 (5.8 y 8.7 g L,
respectivamente), febrero (7.4 g L1), junio (2.2 g L) y septiembre de 2016 (5.4 g L),
todos ellos utilizando las muestras de la estacion 1, a excepcién de junio, donde se utilizd
la muestra de la estacion 3, debido a que no se encontraron suficientes individuos en las

otras estaciones.

La identidad genética, se determiné con el marcador molecular Citocromo Oxidasa
subunidad | (COI), el cual ha sido usado como una herramienta para la distincion
interespecifica, asi como para analizar de manera general la estructura genética de las
poblaciones (Montiel-Martinez et al., 2008; Alcantara-Rodriguez et al., 2012; Gutiérrez-
Aguirre et al., 2014; Barrera-Moreno et al., 2015). La extraccién de ADN se realiz6 con el
método de HotShot propuesto por Montero-Pau et al. (2008), colocando a cada individuo
en tubos de 0.2 ml estériles, agregando 20 ml de buffer alcalino de lisis (NaOH 25 mM,
EDTA disodico 0.2 mM, pH 8.0. Cada individuo fue macerado contra el tubo con una

punta de micropipeta estéril. Una vez hecho esto, los tubos se incubaron a 96°C durante
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30 minutos y posteriormente fueron colocados en hielo durante tres minutos. Se
agregaron 20 ul de buffer neutralizador (Tris-HClI 40 mM, pH 5.0) a cada tubo y
posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm durante 3 min. Las muestras se

almacenaron en congelacion a -4°C para su analisis posterior.

Para la amplificacion del gen COI se utilizaron los primers ZplankF1_tl/ZplankR1 tl,
agregando a cada par de primers las colas M13F/M13R (Prosser et al., 2013). Las
reacciones de PCR se prepararon utilizando 10.5 pl de la solucién comercial MasterMix®
(Ampligon PCR enzymes & Reagents©) que contiene Tris-HCI pH 8.5, (NH4)2S04, 2.2 mM
MgClz2, 0.11% Tween® 20, 0.22 mM de cada dNTP y 0.11 unidades/ul Ampligon Tag ADN
polimerasa; ademas se agregaron 0.5 pl de cada primery 2 ul de ADN molde para obtener
un volumen final de 13.5 pl. Posteriormente se utilizaron las siguientes condiciones para
la amplificacién del gen COI: 95 °C por 1 min, seguido por 5 ciclos a 94 °C por 40 s, 45
°C durante 40 sy 72 °C por 1 min; después, 35 ciclos de 94 °C por 40 s, 51 °C durante
40 sy 72 °C por 1 min, seguidos de una extension final de 72 °C durante 5 min. Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2%, utilizando 4.5 pl del
producto de PCR y se agregaron 0.5 pl del colorante Midori Green Direct (NIPPON
Genetics Co. Ltd.©). Los geles fueron expuestos a luz UV en un transiluminador Gel
Doc™ EZ Gel Documentation System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) esperando observar
bandas de un tamafio aproximado de 650 pb correspondientes al gen COI. Las muestras
gue mostraron bandas del tamafio adecuado y que, ademas, no presentaban fragmentos
inespecificos se enviaron para su secuenciacion. Para este procedimiento, los productos

obtenidos se marcaron utilizando el kit para secuenciaciéon BigDye® Terminator v.3.1
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(Applied Biosystems, Inc.) y se secuenciaron bidireccionalmente utilizando un
secuenciador capilar ABI 3130 (Laboratorio de Analisis y Quimica de ADN, FES lIztacala,
UNAM) siguiendo las instrucciones del fabricante (Hajibabaei et al., 2006; Montiel-

Martinez et al., 2008).

Los electroferogramas generados se analizaron y editaron utlizando el software
CodonCode Aligner (version 7.0.1; CodonCode Corporation©) a partir del cual se
obtuvieron las secuencias consenso que serian utilizadas para el analisis de divergencia
genética. Ademas de las secuencias obtenidas, se utilizaron secuencias de ejemplares
de Mastigodiaptomus spp. y de Leptodiaptomus spp, afines a las especies analizadas
con la finalidad de comparar organismos dentro del mismo género; estas fueron tomadas
del Barcode Of Life Data Systems (BOLD Systems, 2010; http://www.boldsystems.org/):
M. albuquerquensis s.s., MMASTO011-12; M. patzcuarensis, ZPLMX562-06; M.
moctezumae, ZPLMX564-06; M. reidae, ZPLMX274; M. texensis, ZPLMX243; M. cf.
nesus, GBA14283-13;.: L. sicilis s.s., CAISN950-13; L. cf. sicilis del Lago Patricia,
BBCRU149-10; L. garciai, GBA14292-13; L. novamexicanus, ZPIlI189-07; L.
cuauhtemoci, ZPI11189-11. Se utiliz6 como grupo externo a ambos géneros a un
copépodo de la misma familia -Diaptomidae- Hesperodiaptomus articus OZFWC405-11,

debido a su cercania filogenética con dichos géneros.

Las secuencias se alinearon con el método ClustalW utilizando el software MEGA 7
(Kumar et al.,, 2015). Las distancias genéticas entre las secuencias analizadas se

calcularon utilizando el modelo de distancia de Kimura de dos parametros (K2P; Kimura,
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1980). Se generd un filograma a partir de K2P mediante el método del vecino mas
cercano (NJ; Saitou y Nei, 1987), con una secuencia de arranque (bootstrap) de 2,000
repeticiones (Felsenstein, 1985) para representar graficamente los patrones de

divergencia entre las especies de copépodos calanoides.

Las especies cripticas de Mastigodiaptomus se delimitaron a partir del analisis de
unidades taxonomicas operacionales (UTOs). Se utilizaron dos metodologias que han
sido reportadas eficientes para este fin, inclusive con distancias genéticas pequefias
(Puillandre et al., 2011; Ziang et al.,, 2013). La primera, Automatic Barcoding Gap
Discovery (ABGD; Puillandre et al., 2011), que se basa en la utilizacion de la matriz de
distancias genéticas generada a partir de K2P y la construccion de un dendrograma a
partir de K2P y NJ. El segundo método, Poisson Tree Processes Model (PTP; Ziang et
al., 2013), esta basado en la utilizacion del filograma construido a partir de K2P mediante
el método NJ; ademas, dentro del algoritmo se utiliza una aproximacion de maxima

similitud para la construccién de dendogramas gue delimitan la existencia o no de UTOs.

Patrén de sustitucion de los copépodos calanoides. Después de determinar la
identidad genética de los copépodos calanoides adultos del lago ElI Carmen (L. cf. sicilis
y dos especies de Mastigodiaptomus), se calcularon las proporciones de las OTUs segun
el nimero de secuencias obtenidas de M. cf. albuquerquensis. Una vez obtenidas las
proporciones, estos valores se extrapolaron a las densidades obtenidas en cada mes y
estacion muestreados para obtener los valores de densidad de adultos estimados para

cada taxon. A partir de estos valores, se analizaron los patrones de sustitucion de los
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copépodos a lo largo del gradiente ambiental determinado por la variable que presenté
una correlacion estadisticamente significativa con las densidades poblacionales.
Ademas, se realiz6 un analisis de agrupamiento con las principales variables limnoldgicas
y las densidades poblacionales, mediante el algoritmo UPGMA y el indice de disimilitud
de Bray-Curtis, utilizando el software PAST version 3.15 (Hammer et al.,, 2001).
Adicionalmente, se realizé un grafico compuesto en donde se ubicaron cada una de las
estaciones utilizadas para este analisis (Septiembre 2015 E1, Diciembre 2015 E1,
Febrero 2016 E1, Junio 2016 E2 y Septiembre 2016 E1) dentro del ACP con las
principales variables limnolégicas determinadas en este estudio (salinidad, temperatura,
pH y oxigeno disuelto). En otro grafico, las estaciones mencionadas anteriormente se
ubicaron dentro del gradiente ambiental determinado por las dos variables que resultaran
ser las que mejor expliquen la varianza de las densidades de lo copépodos calanoides,
determinadas a partir del ACP. En ambos casos, una vez ubicado cada uno de los puntos,
se sobrepusieron graficos de pastel con las proporciones de cada una de las especies
para cada uno de los 5 puntos graficados, que representan cada una de las estaciones,
esto con la finalidad de apreciar graficamente el patron de sustitucion de cada una de las

especies y el ensamblaje de copépodos a lo largo del gradiente ambiental.

Distribucion de haplotipos en M. cf. albuquerquensis. Con la finalidad de comprender
mejor el patron de sustitucion en M. cf. albuquerquensis del lago EI Carmen, se obtuvieron
los haplotipos correspondientes con el software DnaSP version 5.10.01 (Librado y Rozas,
2010); donde, ademas, se calcularon los valores de diversidad nucleotidica (rt) y

diversidad haplotipica (Hp). Los haplotipos obtenidos fueron utilizados para generar una
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red de haplotipos con ayuda del software NETWORK version 5.0.0.1 (Fluxus Technology
Ltd., 1999-2017), utilizando el algoritmo filogenético Median-Joining (Bandelt et al., 1999).
Ademas, con la finalidad de remover vectores o uniones innecesarias se utilizo el
algoritmo MP (Polzin y Daneshmand, 2002), dentro del mismo software. Una vez obtenida
la red de haplotipos, se editd y se escald, colocando cada uno de los puntos generados,
a lo largo de un gradiente de salinidad, con el propdsito de observar la distribucion de los

diferentes haplotipos a lo largo de dicho gradiente.
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Resultados

Variables limnologicas en el lago EI Carmen

El lago ElI Carmen se comportd altamente variable a lo largo del ciclo anual en las
principales variables limnoldgicas (Figs. 3y 3.1). El pH tuvo un promedio de 9.73 + 0.62,
con valores que van desde 8.67 en la estacion 3 del mes de junio y un valor maximo de
11.2 en la estacion 2 del mes de diciembre. El oxigeno disuelto varié de 4.17 mg Oz L?
en la estacion 1 del mes de septiembre 2015 a 10.6 mg Oz L durante el mes de diciembre
en la estacion 2, con un promedio de 6.65 +1.89 mg Oz L. La temperatura y la salinidad
fueron las variables mas cambiantes a lo largo del ciclo anual. La temperatura méaxima
registrada fue de 26.95°C en la estacion 3 del mes de marzo y la minima 12.98°C en la
estacion 1 del mes de febrero, con un promedio anual de 20.92 + 3.41°C. En el caso de
la salinidad, se registr6 una maxima en la estacion 2 del mes de agosto (48.3 g L), sin
embargo, cuando se tomd esta muestra no fue posible realizar los muestreos
cuantitativos ni cualitativos, esto debido a que en dicha estacion estaba casi seca al
momento del muestreo. En el caso de la estacion 2 del mes de octubre, dénde se registré
una salinidad de 35.1 g L%, si se lograron tomar ambas muestras de organismos, sin
embargo, no se encontraron copépodos calanoides en dichas condiciones. La salinidad

minima registrada fue de 1.9 g L™ en la estacién 1 del mes de junio.

En cuanto al ACP (Fig. 4), se observa que la salinidad, pH y oxigeno disuelto explican,
en conjunto el primer eje (componente 1 = 56.5%). Sin embargo, al momento de realizar

las correlaciones con las densidades poblacionales, solamente la salinidad fue
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significativa (p <0.05; Fig. 5). Por su parte, la temperatura explica el segundo eje
(componente 2 = 26.4%); en conjunto, ambos componentes explican el 82.9% de la
varianza de las principales variables limnolégicas y las densidades estimadas para cada

especie de copépodo calanoide.

25

20

15

10

Salinidad Temperatura pH Oxigeno disuelto

Figura 3. Promedio + desviacion estandar de las principales variables limnolégicas
tomadas en El Carmen a lo largo del ciclo anual (salinidad: g LY; temperatura: °C; pH;

oxigeno disuelto: mg Oz L).
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Figura 3.1. Se muestran las principales variables limnoldgicas a lo largo de un ciclo anual (septiembre 2015-

septiembre 2016) para todas las estaciones: A) Salinidad (g L™); B) Temperatura (°C); C) pH; D) Oxigeno disuelto
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Figura 4. ACP para las densidades poblacionales y las principales variables limnolégicas
en el lago El Carmen a lo largo de un ciclo anual. La posicion en el espacio de ordenacion
indica las fechas y estaciones de muestreo (puntos grises) y factores ambientales
(vectores). El componente 1 est4 asociado a la salinidad, pH y oxigeno disuelto (56.5%);
el componente 2 a la temperatura (26.4%). Estos factores explican el 82.9% de la

varianza de las densidades poblaciones de los copépodos calanoides.
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Estructura y dinamica poblacional

Las densidades de cada uno de los estadios de copépodos (larvas nauplio, copepoditos
y adultos) no mostraron una distribucion normal (pruebas de normalidad Shapiro-Wilk;
todas p < 0.01). Se realizaron correlaciones de Spearman para datos no paramétricos
para observar la relacion entre la salinidad y la densidad de cada estadio de los
copépodos estudiados (Fig. 6). En el caso de los estadios larvales y juvenil en L. cf. sicilis
no se observd ninguna correlacion entre la densidad y la salinidad a lo largo del ciclo
anual (p > 0.05). Mientras que en el caso de M. cf. albuguerquensis las correlaciones
fueron significativas (p < 0.05). En los nauplios, la salinidad explica el 46.4% de la
variacion, mientras que en el caso de los copepoditos es del 52%. Para los adultos, las
correlaciones para ambas especies fueron igualmente significativas (p < 0.05) y la
correlacion existente fue del 74.5% en el caso de M. cf. albuquerquensis y del 75.5% para

L. cf. sicilis.

En la Figura 7 se puede observar la variacion de salinidad y la dinamica de las
poblaciones de los copépodos calanoides adultos a lo largo del ciclo anual. Se observa
que a salinidades menores (<3 g L) las densidades de ambas especies son muy bajas,
esto ocurre en la estacién 3 durante los meses de febrero, marzo, junio y agosto; asi
como en la estacién 1 de los meses de marzo y junio y en la estacion 2 del mismo mes.
En el caso de M. cf. albuquerquensis, las densidades mas altas se obtuvieron en los

meses de septiembre del 2015 en la estacion 2, octubre 2015 y septiembre 2016, ambas
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en la estacion 1 (5.4—vy 6.4 g L'1). L. cf. sicilis tiene densidades mas altas en diciembre

estacion 2 y enero estacion 3 (5.3 y 8.1 g L%, respectivamente).

M. cf. albuquerquensis L. cf sicilis
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Figura 4. Correlacién entre la salinidad y densidad de los copépodos M. cf.
albuquerquensis (A-C) y L. cf. sicilis (D-F) del lago ElI Carmen. (A) Larvas M. cf.
albuguerquensis; (B) juveniles M. cf. albuquerquensis; (C) adultos M. cf. albuquerguensis.
(D) larvas L. cf. sicilis; (E) juveniles L. cf. sicilis y (F) adultos L. cf. sicilis. Se incluye en
cada panel los valores de r y p segun correlaciones no paramétricas de Spearman (a

=0.05).
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los momentos con baja salinidad (<3 g L), salinidad intermedia (3-6 g L) y salinidad alta

(>6 g L) registrados durante el muestreo.
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Identidad genética

A partir del analisis molecular que se generé al comparar fragmentos de 629 pares de
bases (pb) del gen COI, se logré determinar la identidad genética de los copépodos
estudiados. En la Figura 8 se muestra el filograma simplificado obtenido a partir del
analisis de distancias de K2P mediante el método de NJ. Ademas, en la Tabla 1 se
muestran los valores promedio de la distancia genética entre las especies analizadas en
este estudio. El clado formado por los copépodos L. cf. sicilis del lago EI Carmen se
encuentra alejado 18.4% de otras especies del género Leptodiaptomus; ademas, esta
poblacién presenté una distancia genética promedio del 2.2% con los organismos
registrados como L. cf. sicilis que habitan en el lago Patricia, Canada. Asi mismo, los L.
cf. sicilis del lago El Carmen se encuentran alejados genéticamente en promedio 25.3%

de aquellos identificados como L. sicilis s.s, colectados en los Grandes Lagos, Canada.

En el caso de M. cf. albuquerquensis del lago EI Carmen, se observa una divergencia
promedio del 19.7% (Tabla 1) con otras especies del mismo género, ademas, dentro de
los organismos de EI Carmen, encontramos dos linajes que divergen entre si en promedio
4.9% (Tabla 1), y a su vez, estos se encuentran alejados genéticamente de M.
albuquerquensis s.s. (Chihuahua, México) en promedio 10.2%. De las 50 secuencias
obtenidas para este taxén, 41 (82%) pertenecen a M. cf. albuquerquensis 1 que se
encontré en las cinco estaciones analizadas (véase Metodologia), mientras que se

determinaron 9 individuos (18%) como M. cf. albuquerquensis 2, de los cuales dos se
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encontraron en diciembre de 2015, dos en junio de 2016, una en septiembre de 2016 y

cuatro en febrero de 2016.

A partir de los analisis ABGD (Figs. 9 y 10A) realizado con los copépodos M. cf.
albuquerquensis del lago EI Carmen en comparacion con aquellas secuencias de
Mastigodiaptomus spp. depositadas en BOLD Systems, se observa que los dos clados
formados dentro de este grupo corresponden a UTOs significativamente diferentes
(divergencia intraespecifica previa < 1.5) y por lo tanto, pueden ser consideradas como
especies diferentes. Esto se confirma con el analisis PTP (Fig. 10B), donde se observa
el mismo resultado (porcentaje de similitud dentro del clado = 90%), que separa estas

dos especies entre si y de los otros taxones afines incluidos en el andlisis.

En el caso del analisis ABGD y PTP de L. cf. sicilis (Figs. 11 y 12), los resultados
obtenidos fueron igualmente consistentes y, a partir de ellos, se separa a L. cf. sicilis del
lago ElI Carmen como una UTO independiente del grupo de L. cf. sicilis del lago Patricia

y de L. sicilis s.s., y, por tanto, se confirma como una especie filogenética distinta.
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Tabla 1. Resumen del porcentaje promedio de la distancia genética (K2P; D) entre los

principales taxones de copépodos calanoides analizados en el presente estudio.

Comparacion D (%) Error estandar
Entre géneros 26.7 0.024
Dentro de M. cf. albuquerquensis 1 El Carmen 0.2 0.001
Dentro de M. cf. albuquerquensis 2 EI Carmen 0 0
Dentro de Leptodiaptomus El Carmen 0.3 0.001
Entre Mastigodiaptomus spp. de El Carmen 4.9 0.01

Leptodiaptomus EI Carmen vs. secuencias
18.4 0.017
externas de Leptodiaptomus spp.

Mastigodiaptomus  spp. EI  Carmen vs.
19.7 0.016
secuencias externas de Mastigodiaptomus spp.
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Figura 6. Filograma simplificado obtenido a partir de secuencias de COI, construido a
partir de las distancias de K2P mediante el método de NJ. En negritas, se muestran los
valores de bootstrap (2,000 repeticiones) y en cursivas los valores obtenidos para las
distancias genéticas (K2P; véase Tabla 1). El recuadro con linea sélida resalta el clado
con los taxones afines a M. cf. albuquerquensis de El Carmen y el recuadro con lineas
punteadas resalta el correspondiente a L. cf. sicilis. Antes del nombre especifico de cada
especie se indica el cédigo de identificacion para cada secuencia dentro de BOLD

Systems. Se utiliz6 como grupo externo a ambos géneros a H. arcticus.
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Figura 8. (A) Filograma simplificado con distancias K2P generado a partir del analisis ABGD para
Mastigodiaptomus spp., en donde cada grupo representa una UTO; (B) Cladograma simplificado
generado a partir del andlisis PTP, los valores sobre las ramas indican el valor de verosimilitud de
cada uno de los clados, cada rama representa una UTO y corresponde a los grupos representados

en la Fig. 9 (el grupo asignado se indica con negritas). En ambos casos, se enfatiza en el recuadro
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Figura 7. Resultado del analisis ABGD en el
gue se muestra el numero de grupos
generados a partir del andlisis entre los
linajes de Mastigodiaptomus spp. La linea
punteada indica el punto de estabilidad, que
nos muestra el namero mas confiable de
UTOs (i.e., 9 taxones) generados a partir de

este algoritmo.
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gris los taxones formados por M. cf. albuguerquensis del lago El Carmen.
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Filograma simplificado con distancias K2P generado a partir del andlisis ABGD en

Leptodiaptomus spp., en donde cada grupo representa una UTO. Se enfatiza en el recuadro gris el grupo
formado por L. cf. sicilis del lago El Carmen. (B) Cladograma simplificado generado a partir del analisis PTP,

los valores indican el valor de verosimilitud de cada uno de los clados, cada rama representa una UTO y

corresponde a los grupos representados en la Fig. 11 (el grupo asignado se indica con negritas). Se enfatiza

en el recuadro gris el taxon L. cf. sicilis del lago ElI Carmen.
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Patron de sustitucion

En la Figura 13 se observa el dendograma construido a partir del analisis de clasificacion
generado con el algoritmo UPGMA. Se incluyeron los valores de las principales variables
limnoldgicas (salinidad, temperatura, pH y oxigeno disuelto) asi como las densidades
estimadas de las tres especies de copépodos estudiadas. Se reconoce la agrupacion de
las estaciones de muestreo en tres grupos: el primero, con caracteristicas de salinidad
baja (2.2 g L%; junio 2016); un segundo grupo caracterizado por presentar salinidades
intermedias (septiembre 2015 y septiembre 2016) y un tercer grupo definido por

salinidades altas (diciembre 2015 y febrero 2016)

Una vez determinada la identidad genética de las tres especies de los copépodos
analizados, se identificd el patron de sustitucion a lo largo de un gradiente ambiental. En
la Fig. 14A, se observa dicho patron dentro del ACP, lo cual permitié determinar la
salinidad y temperatura como las variables limnolégicas que mejor explican la varianza
de las densidades poblacionales de las tres especies de copépodos. De esta manera, en
la Fig.14B, se observa la dinAmica de estas tres especies dentro del gradiente
determinado por temperatura y salinidad. Durante el mes de junio de 2016, bajo las
condiciones de salinidad baja (2.2 g LY) y temperatura relativamente alta (22.8 °C) sélo
estan presentes M. cf. albuquerquensis 1 y M. cf. albuquerquensis 2. En la segunda
condicion, caracterizada por dos estaciones con salinidades y temperaturas
relativamente intermedias ((5-7 g L?; 18.9 °C en septiembre 2015, y 19.5 °C en

septiembre 2016, respectivamente), se tuvo la presencia de las tres especies estudiadas,
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aunque M. cf. albuquergquensis 1 domino sobre las otras dos especies. Finalmente, el
ultimo grupo, fue definido por ser el de los meses de mayor salinidad (7.4 y 8.7 g L;
febrero 2016 y diciembre 2015, respectivamente), y con temperaturas contrastantes (12.9

°C en febrero 2016 y 22.8 °C en diciembre 2015).

De acuerdo con estos resultados, se puede asumir que la salinidad explica de mejor
manera el patrén de sustitucion de las tres especies. Cabe resaltar que en los momentos
en los que la salinidad es mas alta estan relacionados con un incremento en la proporcién
de L. cf. sicilis (Fig 14A y B). Lo anterior se sefiala en la Figura 15, donde se observa un
incremento poblacional de esta especie conforme aumenta la salinidad, asi como una
disminucién en la densidad de ambas especies cripticas de M. cf. albuquerquensis en
condiciones de salinidad altas. Es importante sefialar que ambas especies cripticas
afinas al taxdn M. cf. albuquerguensis, presentan su 6ptimo poblacional en las mismas
condiciones de salinidad intermedias (= 6 g L*; Fig. 15). Sin embargo, M. cf.
albuquerquensis 1, alcanza densidades mayores a lo largo del gradiente ambiental en

comparacion con M. cf. albuquerquensis 2.
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Figura 13. Andlisis de clasificacion de los ensamblados de los copépodos calanoides
(densidades de adultos) del lago ElI Carmen en las fechas de muestreo analizadas,
utilizando algoritmo UPGMA basado en el indice de similitud de Bray-Curtis, en donde se
incluyen las variables limnolégicas (la salinidad, temperatura, pH y oxigeno disuelto.

Cada nodo con valores de bootstrap (10,000 repeticiones).
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Carmen. Se indican los valores de R? para cada una de las lineas de tendencia construidas a partir de una

funcién polinomial de segundo grado.

46



Estructura genética y variacion ambiental en M. cf. albuquerquensis

A partir de las 43 secuencias analizadas pertenecientes a individuos de las dos especies
de M. cf. albuguerquensis, se identificaron 19 haplotipos y se obtuvo un valor de 1 =
0.017 y de Hp = 0.883 (Tabla 2). La red de haplotipos generada (Fig. 16) muestra 17
haplotipos de la especie M. cf. albuquerguensis 1, con 7 haplotipos que solo aparecen en
salinidades altas o bajas: 3 haplotipos de salinidad baja (2.2 g L) y 4 haplotipos de
salinidades altas (>7 g L%); los 10 haplotipos restantes aparecen en salinidades
intermedias (entre 5 y 6.5 g L?'). En cuantos a los dos haplotipos de M. cf.
albuquerquensis 2, ninguno esta relacionado con condiciones externas particulares y se

colectaron en salinidades intermedias (entre 5y 6.5 g L1).
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Tabla 2. Lista de haplotipos de los 43 individuos de M. cf. albuquerquensis del lago El

Carmen, generada a partir de fragmentos de 629 pb del gen COI. Las flechas sefialan

los haplotipos que corresponden a la especie M. cf. albuquerquensis 2, el resto,

corresponden a la especie M. cf. albuquerquensis 1. La red de haplotipos generada a

partir de estos datos se puede observar en la Fig. 16.

Numero de individuos por

Haplotipo haplotipo ID de los individuos
SM16-9, SM16-2, SM16-10, SM15-7, SM15-5, SM15-3, JM-4,
Hap_1 12 FM-6, FM-5, FM-4, DM-6, DM-10
Hap_2 1 SM16-8
Hap_3 1 SM16-7
Hap_4 5 SM16-5, SM16-4, SM15-6, IM-2, DM-2
=P Hap_5 8 SM16-3, SM15-10, JM-8, FM-9, FM-3, FM-2, FM-1, DM-7

Hap_6 1 SM15-9
Hap_7 1 SM15-8
Hap_8 1 SM15-4
Hap_9 1 SM15-2

Hap_10 1 SM15-1

Hap_11 2 JM-9, DM-3

— Hap_12 2 JM-6, DM-9

Hap_13 1 IM-5

Hap_14 1 IM-3

Hap_15 1 IM-1

Hap_16 1 FM-8

Hap_17 1 FM-9

Hap_18 1 DM-8

Hap_19 1 DM-5
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Figura 16. Red de haplotipos del gen mitocondrial COI de 43 individuos de M. cf. albuquerquensis del lago El
Carmen. Se muestra el patron de distribucién de los haplotipos a lo largo de un gradiente de salinidad. El tamafio
de los circulos varia segun el numero de individuos que corresponden a cada haplotipo (Tabla 2). Los haplotipos
que corresponden a los meses representativos de salinidades altas (=7 g L™*) se muestran en color rojo y negro;
los haplotipos de salinidades bajas (<3 g Lt) se muestran en color azul; los haplotipos de salinidades intermedias
son los que corresponden a los colores amarillo y verde. Las lineas transversales sobre las ramas indican pasos

mutacionales entre los haplotipos.
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Discusioén

El lago El Carmen, es un cuerpo de agua altamente variable a lo largo de un ciclo anual,
como lo constatan las condiciones ambientales que se registraron en esta investigacion.
La variabilidad de las condiciones ambientales puede ser tan extrema que incluso, se
registraron temporadas donde el lago llegé a secarse por completo durante algunos
meses del ciclo anual (abril, mayo y julio de 2016; Figs. 3 y 4). A partir de los datos
obtenidos en este estudio, se determiné que la salinidad (1.9 - 48.3 g L 1) y la temperatura
(12.98 - 26.95 °C) son las dos variables limnoloégicas que tienen el mayor efecto para
explicar la varianza de las densidades poblacionales de los copépodos calanoides que
habitan el lago ElI Carmen. Estas dos variables han sido estudiadas ampliamente como
factores ambientales que afectan directamente la estructura y la dinAmica poblacional de
los organismos zooplancténicos en lagos tropicales (Last, 2002; Lewis, 2009), asi como
en lagos someros que presentan dindmicas en las que el cuerpo de agua puede llegar a

secarse por completo (Gabaldon et al., 2015a).

En cuanto a la temperatura, se sabe que es uno de los principales factores ambientales
que afecta el tamafio corporal de los copépodos, observandose que existe, en general,
una relacion inversamente proporcional entre la temperatura y el tamafio del cuerpo de
estos organismos (Anufrileva y Shadrin, 2013; Brun et al., 2016). Ademas, la temperatura
tiene otros efectos sobre el fitoplancton que a su vez podria producir un cambio en la
disponibilidad de recursos para los copépodos, e inclusive, el aumento o la disminucion

de la temperatura podria afectar directamente el metabolismo de estos organismos.
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Sin embargo, entre estas dos variables, solamente la salinidad presentd correlaciones
estadisticamente significativas con las densidades de los diferentes estadios de los
copépodos a lo largo del ciclo anual (Fig. 6). Estos resultados son consistentes con
informacion previa que indica que, en lagos someros y efimeros, la salinidad es un factor
ambiental determinante que tiene gran impacto sobre procesos ecoldgicos y evolutivos
(Williams, 1998; Alcantara-Rodriguez et al., 2012; Gabaldon et al.,, 2015b). En este
sentido, la salinidad se ha estudiado como una variable importante que puede determinar
la presencia o ausencia de especies de organismos zooplancténicos, como son los
copépodos, en donde es posible encontrar especies especializadas en los extremos de
un determinado gradiente de salinidad (Battauz et al., 2013). Ademas, dentro de la
Cuenca Oriental —donde se ubica el lago EI Carmen—, se ha estudiado como una variable
que afecta directamente el crecimiento de copépodos (Montiel-Martinez et al., 2008) e
inclusive se ha relacionado con procesos de diversificacion, promoviendo procesos de
adaptacion local y especiacion ecoldgica en L. cf. sicilis (Barrera-Moreno et al., 2015;

Barrera-Sanchez, 2016).

En el caso de los estadios de nauplio y copepodito de L. cf. sicilis que no presentaron
una correlacion estadisticamente significativa con la salinidad, es muy probable que la
variacion de su densidad sea afectada por otros factores como la depredacion de larvas
y juveniles por parte de copépodos ciclopoides, asi como por larvas de insectos (Twombly
et al., 2007), o la competencia por recursos con otros organismos zooplancténicos como
los claddceros (Toscano et al., 2016), anostracos o concostracos (Dodson et al., 2010)

gue habitan este cuerpo de agua, y que se registraron como abundantes cuando las
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densidades de copépodos calanoides eran especialmente bajas, correspondiendo

también a las condiciones de salinidad menores (Fig. 7).

Las fluctuaciones ambientales presentadas en el lago ElI Carmen, las cuales son bien
representadas por variaciones amplias en la salinidad, suelen ocurrir en cuerpos de agua
someros y forman parte de su dinamica natural. Dichas dinamicas son promovidas por
temporadas de sequia y/o de lluvias, que afectan directamente la composicion fisica,
guimica y bioldgica de los lagos temporales (Comin et al., 1991; Gabaldon et al., 2015b).
Ademas, se ha descrito que las fluctuaciones en la salinidad tienen un papel importante
al momento de permitir la coexistencia de especies muy cercanas filogenéticamente
(Comin et al., 1991), siendo las capacidades ecofisiologicas y de historia de vida
diferenciales a los cambios de salinidad las responsables de permitir que ocurra la
coexistencia o exclusion de especies muy parecidas ecolégicamente (Gabaldon et al.,

2015a).

Por su parte, con el estudio molecular analizado bajo el concepto filogénico de especie,
fue posible determinar la existencia de tres taxones bien diferenciados que habitan el lago
El Carmen. La presencia de dos especies gemelas afines a M. cf. albuquerquensis, que
divergen entre si en promedio 4.9 % (19.7% en promedio respecto a las especies
externas de Mastigodiaptomus spp. comparadas), confirman la informacion que se tenia
anteriormente. Sin embargo, la aproximacion utilizada en este estudio adquiere
importancia ya que por primera vez se recogen datos ecolégicos de este par de especies

cripticas que habitan en simpatria. Ademas, el descubrimiento de estas especies
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gemelas que habitan dentro del mismo lago es relevante puesto que, estudios previos
(Elias-Gutiérrez, et al., 2008; Gutiérrez-Aguirre et al., 2014; Gutiérrez-Aguirre y
Cervantes-Martinez, 2016) ya hacian referencia a la gran diversidad de especies dentro
del género Mastigodiaptomus. Estos estudios previos y los resultados obtenidos en esta
tesis sugieren que la especie M. albuquerquensis s.s. no tiene un rango de distribucion
gue abarque México de norte a sur; sino que, como apunta Suarez-Morales (2005), puede
tratarse de un complejo de especies con distribuciones mas bien restringidas a lo largo
del gradiente latitudinal, y que ha diversificado en un conjunto de especies con muy poca
variabilidad morfologica, pero cada una con adaptaciones a condiciones ambientales
particulares. De esta manera, tomando en cuenta que en sistemas acuaticos
continentales tropicales la frecuencia de aparicion de especies cripticas en copépodos es
mas habitual en comparacién con lo ocurrido en sistemas templados (Lewis, 1996), es

posible formular la idea de la presencia de taxones diferentes en nuestra area de estudio.

En el caso de L. cf. sicilis, a partir de los andlisis realizados para la discriminacion de
UTOs, se logré determinar que la poblacion que habita el lago EI Carmen en realidad se
trata de una especie separada genéticamente de especies aparentemente similares
registradas en Canada —divergencia genética del 2.2% con L. cf. sicilis del lago Patricia
y del 25.3% con L. sicilis s.s. de los Grandes Lagos—. Asi, a partir de los datos aqui
generados y de los obtenidos por Barrera-Moreno et al. (2015), se confirma la existencia
de un complejo de especies cripticas afines a L. sicilis, que han sufrido un proceso de
adaptacion local a las condiciones de salinidad propias de los lagos de la Cuenca Oriental

y que incluye un representante que habita el lago EI Carmen, mismo que a partir de los
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resultados aqui obtenidos serd nombrado como Leptodiaptomus “El Carmen”. Sin
embargo, es importante sefialar que aun es necesario realizar el trabajo de morfologia

comparada para determinar las diferencias estructurales finas entre estas especies.

Al relacionar la densidad de las tres especies dentro de un gradiente determinado por la
salinidad (Fig. 14a), se observa que a pesar de que estas especies de copépodos tienen
caracteristicas ecofisioldgicas similares, al menos una de ellas (Leptodiaptomus “El
Carmen”), tiene un O6ptimo poblacional en salinidades altas (27 g L), teniendo
probablemente una mayor eficacia bajo dichas condiciones y, eventualmente, si dicha
condicion fuese persistente tendera a desplazar a las dos especies gemelas de

Mastigodiaptomus que son afines a salinidades intermedias (entre 5y 6.5 g L2).

En cuanto a la coexistencia de las dos especies gemelas afines a M. albuquerquensis,
los resultados obtenidos hasta ahora muestran que estas especies presentan un
solapamiento de nicho importante (Fig. 15). Sin embargo, existe una diferencia basica
entre ellas, M. cf. albuquerquensis 1 (la especies que tiene mayor densidad a lo largo del
gradiente ambiental y, por ende, la especie dominante) se observé en un rango mas
amplio de salinidades y, ademas, presentd haplotipos exclusivos que se encuentran en
condiciones de salinidades contrastantes dentro del gradiente ambiental (Tabla 2, Fig.
16). Esta sustitucién de haplotipos, aparentemente especializados, podrian significar una
ventaja para la poblacion de esta especie, permitiéndole establecerse de mejor manera
en condiciones de salinidad baja a alta, dominando a su competidor, M. cf.

albuquerquensis 2, y posteriormente, permitiéndole mantener su poblacién con la
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aparicion de haplotipos afines a condiciones intermedias, que seguiran dominando sobre
las otras dos especies. Sin embargo, esta aparente ventaja disminuye a medida que la
salinidad aumenta provocando una disminucion de la densidad considerable, permitiendo
so6lo la supervivencia de aquellas variantes genéticas que mejor soportan las salinidades

altas (27 g L*; véase Fig. 16).

A pesar de esas diferencias, es complicado suponer qué mecanismos determinan la
coexistencia de estas dos especies. Montero-Pau y Serra (2011), proponen un
mecanismo para explicar este fendmeno en organismos zooplancténicos con la
capacidad de generar estructuras de resistencia, tal como sucede con las tres especies
estudiadas. En su trabajo, estos autores proponen que la coexistencia con solapamiento
de nicho es posible debido a un efecto de compromiso dependiente de la densidad
poblacional, donde la poblacién que en un principio es dominante, con niveles altos de
densidad, al llegar a un punto maximo, comienza a invertir mas recursos en la produccion
de estructuras de resistencia (Ban y Minoda, 1994; Gyllstrom y Hansson, 2004). Esto a
su vez, produce una disminucién en la capacidad de competencia por recursos, asi como
en otras funciones como podria ser la osmoregulacion, lo que permitiria una evasion
temporal de las condiciones ecolégicas menos favorables y que las especies pudieran
coexistir o sustituirse en un sistema de este tipo con condiciones ambientales altamente

variable (Roddie et al., 1984).

Este punto de maxima densidad poblacional, y, por lo tanto, de generacion de estructuras

de resistencia, podria estar asociado también con el aumento en la densidad de
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Leptodiaptomus “El Carmen”, que alcanza densidades altas en salinidades mayores a 7
g L. Si se observa esto dentro del gradiente ambiental (Fig. 15), podemos suponer que
la disminucién en la densidad y en la capacidad competitiva debido a la produccion de
estructuras de resistencia por parte de M. albuquerquensis 1, da la oportunidad del
incremento de la densidad poblacional de Leptodiaptomus “El Carmen”, que, segun datos
de laboratorio, es una especie generalista, con una eficacia mayor a salinidades
intermedias (3.8 g L%; Barrera-Moreno et al., 2015). Sin embargo, los datos obtenidos en
campo indican que esta especie presenta su 6ptimo en condiciones de salinidad alta (=7
g L), contrastando con la informacién anterior. Ademas, resulta interesante observar que
esta especie logra mantenerse en el sistema en salinidades inferiores a 7 g L%, aunque
con densidades poblacionales relativamente bajas (ver Fig. 15), situacién que puede ser
explicada debido a una eventual diferenciacion de nicho trofico resultado de la diferencia
de tamanfo respecto a las dos especies de M. cf. albuquergensis. De esta manera, al ser
de menor tamafio (machos 1.1 mm + 0.05; hembras 1.2 mm % 0.06), Leptodiaptomus “El
Carmen” podria aprovechar los recursos de menor tamano que dejan disponibles M. cf.
albuquergensis 1 y 2 (machos 1.4 mm + 0.09; hembras 1.6 mm +0.17), que, al ser de
mayor talla, tendrian preferencia por recursos relativamente mas grandes. Se han
reportado ejemplos de coexistencia de especies simpatricas en otros organismos
zooplanctdnicos como es el caso de rotiferos, en los que se ha observado tal divergencia

de nicho tréfico determinada por el tamafio de los competidores (Ciros-Pérez et al., 2001).

Finalmente, es importante resaltar que, dada la aproximacion metodolégica de esta tesis,

es muy dificil establecer con certeza cual o cuales son los mecanismos que explican la
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coexistencia-exclusion de estas tres especies de copépodos calanoides con
requerimientos ecofisiologicos similares. Sin embargo, es posible formular algunas
hipotesis, sobre las cuales se podrian enfocar las siguientes investigaciones: 1) la
caracterizacion morfolégica de las dos especies gemelas afines al taxdbn M. cf.
albuquerquensis, utilizando morfologia comparada en busca de rasgos finos asociados a
estructuras sexuales (reproductivas), natatorias (hidrodinamicas) y apéndices bucales
(rasgos troficos), con la finalidad de encontrar diferencias morfologicas que ayuden a
inferir ventajas o desventajas competitivas a lo largo del ciclo de vida de las dos especies
gemelas. 2) Extender el trabajo de identificacion molecular utilizando genes nucleares,
por ejemplo, ITSs (Internal Transcribed Spacer 1), ya que a pesar de que la utilizacion de
COIl como una primera aproximacion es altamente fiable para reconocer especies en los
copépodos calanoides (Elias-Gutiérrez et al., 2008), existen autores que remarcan la
importancia de utilizar mas de un gen para poder discernir completamente entre especies
gemelas (Puilandre et al., 2012; Zhang et al., 2013; Papakostas et al., 2016). 3) Realizar
experimentos que puedan determinar diferencias en los rasgos de historia de vida
importantes (p. €j., el tiempo de desarrollo, los patrones de supervivencia, las tasas
reproductivas, produccion de huevos de resistencia, etc.; Jiménez-Melero, 2005), asi
como determinar la posibilidad de entrecruzamiento entre estas dos especies. 4) Una vez
teniendo una identificacion morfolégica y/o molecular confiable y rapida, realizar
experimentos de analisis de respuestas numéricas y funcionales de estas especies con
el fin de analizar sus caracteristicas tréficas finas y sus capacidades competitivas (véase

p.e., Ciros Pérez et al., 2001; 2015). 5) Una ultima aproximacion que se podria utilizar a
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partir de la informacién generada en la presente investigacion, es el analisis de expresion
diferencial (Bron et al., 2011) en genes especificos encargados del proceso de
osmorregulacién, con la finalidad de observar si dicha expresion diferencial de genes es
la que permite la dominancia de una especie o de otra, y asi lograr explicar, mediante
datos ecofisiolégicos y de expresion genética, un proceso de diversificacion de dos

especies dentro de un mismo espacio geografico y temporal.
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Conclusiones

El andlisis de las variables limnoldgicas y las densidades de los diferentes estadios
de los copépodos calanoides observadas en condiciones naturales en el lago El
Carmen (analisis multivariado) mostraron que la salinidad y la temperatura son las
dos variables que mejor explican la dindmica y estructura del ensamblado a lo
largo de un ciclo anual.

De estas dos variables ambientales, solo la salinidad mostré6 una correlacion
estadisticamente significativa con todos los estadios de desarrollo de
Mastigodiaptomus 1 y 2, y con los adultos de Leptodiaptomus “El Carmen”. Se
observd que en salinidades bajas (3 g L*') los individuos adultos de
Leptodiaptomus “El Carmen” y Mastigodiaptmous spp. presentaron densidades
poblacionales muy bajas; por debajo de 2 g L™ estas especies no se presentaron

de forma activa dentro del sistema.

Los andlisis moleculares revelan la existencia de dos especies afines al taxén M.
albuquerquensis con una distancia genética entre ambas especies del 4.9% y del
19.7% con relacién a otras especies del género Mastigodiaptomus. Ademas, se
confirma la presencia de la especie Leptodiaptomus “El Carmen”, genéticamente
diferente a L. sicilis s.s. en un 25.3% vy filogenéticamente préximo a otra UTO

distinta que habita en Canada (lago Patricia) con una divergencia del 2.2%.
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Se observé un patron de sustitucion de las tres especies con 6ptimos diferenciales
a lo largo del gradiente temporal determinado principalmente por la salinidad: M.
cf. albuquerquensis 1y M. cf. albuquerquensis 2 presentan 6ptimos en salinidades
intermedias (entre 5y 6.5 g L), mientras que Leptodiaptomus “El Carmen”
presenta su 6ptimo poblacional en salinidades altas (27 g L!). Para el caso de M.

cf. albuquerquensis 1, se encontraron haplotipos exclusivos para salinidades bajas

(2.2 g L), asi como para salinidades altas (>7 g L1).

El modelo hipotético propuesto al comienzo de esta investigacion que mas se
asemeja a los resultados obtenidos, es aquel donde coexisten especies
especialistas con 6ptimos diferenciales de eficacia, sin embargo, las tres especies
se encuentran presentes a lo largo de todo el gradiente ambiental (Ver figura 1,

modelo 3).

Los copépodos del lago El Carmen representan un sistema de estudio importante
para entender los patrones de estructuracion poblacional asociados a la
variabilidad ambiental, asi como para entender la divergencia de nicho en especies

ecoldgicamente muy similares.
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