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1

Introduccion y consideraciones preliminares

INTRODUCCION GENERAL

En ecologia, uno de los aspectos de mayor interés desde siempre ha sido, y
sigue siendo, el estudio de los posibles factores que regulan la dinamica y
estructura de las comunidades naturales. Inicialmente, en el estudio del
zooplancton predominaron aproximaciones autoecoldgicas interesadas por el
analisis de la influencia de los factores fisico-quimicos del medio sobre los
organismos y su sucesion (SCHUURMAN, 1932; PEJLER, 1957), de manera que la
sucesion de especies era generalmente considerada como el resultado de la
diferente tolerancia ecoldgica a varios factores ambientales abioticos, tales como
la intensidad de la luz y la densidad del agua o la viscosidad (HUTCHINSON,
1967). Pero en décadas mas recientes los ecologos del zooplancton han mostrado
un interés creciente en el estudio de las interacciones bidticas, tales como la
cantidad y calidad del fitoplancton disponible, la competencia por recursos
alimenticios comunes y la depredacion por invertebrados, manifestando su
importancia en la regulacion de las comunidades acuaticas (véase p. ej. DEMOTT,

1989; LAMPERT & SOMMER, 1997; STERNER & SCHULZz, 1998).

A menudo se ha asumido que los rotiferos, los mas pequefios de todos los
metazoos del plancton de agua dulce, tienen poca importancia en la dinamica
trofica de las comunidades acudticas. Sin embargo, numerosos estudios han
mostrado que estos organismos pueden constituir una buena parte de la biomasa
total zooplancténica y contribuir de manera significativa en la productividad de
una gran variedad de lagos (SCHINDLER, 1972; HAKKARI, 1978; PACE & ORCUTT,
1981; BOGDAN & GILBERT, 1982; HERzZIG, 1987).
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Los rotiferos son importantes también en el reciclado de nutrientes en los
sistemas acuaticos (MAKAREwICZ & LIKENS, 1979). Estos organismos
microscopicos convierten una gran parte del alimento que ingieren en biomasa
animal gracias a sus altas tasas de ingestion (igual a diez veces su peso seco por
dia) y a sus altas eficiencias de asimilacion (20-80%) (NOGRADY et &/., 1993).
Esta biomasa es entonces transmitida al préximo nivel tréfico (STARKWEATHER,
1980, 1987), haciendo de los rotiferos componentes criticos en el flujo de energia
y ciclo de nutrientes de muchos ecosistemas acuaticos. Sin embargo, los estudios
que han analizado la dindmica poblacional de rotiferos son muy limitados en
comparacion con la atencidon prestada a los crustaceos, probablemente debido a
que estos ultimos a menudo constituyen una mayor proporcidon en la biomasa
total de la comunidad zooplancténica, y quizas también porque los crustdceos son
mas faciles de manipular y observar en el laboratorio que los rotiferos (NOGRADY
et 4l., 1993).

Hoy en dia parece ampliamente aceptado que las poblaciones naturales de
rotiferos pueden estar controladas tanto por la cantidad y calidad del alimento
(control bottom-up o ascendente) como por sus depredadores (control top-down
o descendente) (véase p. ej. PAUL & SCHINDLER, 1994; PLABMANN et &/. 1997;
CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998; Oowms et a/., 1999; MERRIMAN & KIRK, 2000;
YOSHIDA et al., 2000; CORDOVA et 4l. 2001; DIEGUEZ & GILBERT, 2002). El éxito
de una especie dependera de su habilidad para utilizar los recursos alimenticios
disponibles, que varian en tamafio, concentracion y contenido en nutrientes, y de
la estrategia de historia de vida que adopte para enfrentarse a las diferentes
limitaciones en la distribucion de los recursos (WaLz, 1995). Por estrategia de
historia de vida se entiende el producto de un conflicto entre las diferentes
demandas metabdlicas de un organismo y las condiciones bidticas y abidticas del

ambiente que le rodea WALz (1995).

Esta Tesis se centra en las interacciones bidticas como reguladoras de las
poblaciones de rotiferos, concretamente, en las interacciones rotiferos-
fitoplancton (cantidad y calidad de alimento disponible) y en las interacciones
rotiferos-crustaceos (competencia y depredacién). Sin embargo, hay que hacer
también mencion a que son las condiciones abiéticas, principalmente la
temperatura del agua, la concentracion de oxigeno disuelto y el pH, las que

determinan la presencia o no de determinadas especies de rotiferos en
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determinados habitats (HoFMANN, 1977; May, 1983; RaDwAN, 1984), ya que
cada especie de rotifero tiene un requisito o necesidad abidtica especifica para
sobrevivir y reproducirse. Las condiciones abibticas, ademas, aunque puedan no
tener un efecto regulador importante sobre las poblaciones de rotiferos, si tienen
una gran influencia sobre muchas funciones metabolicas de estos organismos
(WaLz, 1993).

La cantidad de alimento ejerce una gran influencia sobre el crecimiento y
reproduccion de los organismos zooplanctonicos, y por tanto, sobre la tasa de
nacimiento y abundancia potencial de una poblacién (LAMPERT, 1985). Distintos
periodos del ciclo de vida de estos organismos (p. ej. el periodo juvenil y el
periodo reproductivo de individuos adultos), asi como distintos parametros de
gran importancia ecoldgica tales como la duracién del desarrollo embrionario y la
fecundidad, pueden verse afectados por condiciones limitantes de alimento

(véase p. ej. DUNCAN, 1989).

En los sistemas naturales, el zooplancton herbivoro se enfrenta con una gran
variabilidad temporal en la abundancia de sus recursos alimenticios (GONZALEZ &
FrRoOsT, 1992; MULLER-NAVARRA & LAMPERT, 1996; MERRIMAN & KIRK, 2000;
CORDOVA et al. 2001). Muchos autores han sugerido que esta variabilidad en la
disponibilidad de los recursos puede influir de manera importante sobre el
resultado de la competencia entre especies zooplanctonicas (p. ej. THRELKED,
1976; STEMBERGER & GILBERT, 1985; DEMOTT, 1989; ScHuLzE et al., 1995), e
incluso permitir la coexistencia y, en consecuencia, aumentar la diversidad de
especies (p. ej. KIrRk, 1997; CIros et al. 2001). En este sentido, el concepto de
concentracion de alimento umbral (threshold food level) (LamPERT, 1977), ha
sido sugerido por numerosos investigadores como un parametro de crecimiento
poblacional fundamental que puede tener grandes implicaciones ecologicas sobre
el resultado de la competencia entre especies y la estructura de las comunidades
zooplancténicas (p. ej. LAMPERT & SCHOBER, 1980; STEMBERGER & GILBERT,
1985; STELZER, 1998; KREUTZER & LAMPERT, 1999; CIROS-PEREZ et al., 2001).
LAMPERT & SCHOBER (1980) distinguieron entre un umbral a nivel individual,
donde la ingestion de alimento cubre las pérdidas metabolicas de un organismo
(el organismo puede mantener su masa corporal pero no crecer), y un umbral a
nivel poblacional, donde la disponibilidad de alimento es suficiente como para que

una poblacién produzca descendencia compensando las pérdidas por mortalidad
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natural (concentracion de alimento en la que la tasa de crecimiento neto de una
poblacién es cero). De acuerdo con la “hipotesis del umbral” (LAMPERT &
SCHOBER, 1980), la especie competitivamente superior en un ambiente limitado
en recursos sera la que necesite menos concentracion de alimento para mantener

su crecimiento poblacional.

El efecto de la calidad del alimento sobre el crecimiento y reproduccién del
zooplancton ha sido una area de investigacion en ecologia acudtica muy activa en
los ultimos afios (véase p. ej. revisiones por GULATI & DEMOTT (1997) y STERNER
& ScHULz (1998)). La calidad nutricional de una especie algal como alimento para
el zooplancton herbivoro depende de su tamafio (BurRNS, 1968; ROTHHAUPT,
1990b), caracteristicas morfologicas (DEMoTT, 1995; VAN DONK et 4., 1997), y
de su composicion bioquimica (YUFERA et 4., 1983; ALHGREN et 4l., 1990; GIANI,
1991; MULLER-NAVARRA, 1995a,b). Numerosos autores han sugerido que las
criptoficeas son, en general, el mejor alimento para muchos organismos
zooplancténicos (p. ej. STEMBERGER, 1981; MAY, 1987; INFANTE & LiTT, 1995),
asociandose esta mayor calidad nutricional de este grupo taxonémico a su
elevado contenido en Aacidos grasos poliinsaturados (BeacH et 4&l., 1970;
AHLGREN et al., 1990, 1992; WEERS & GULATI, 1997a; VON ELERT & STAMPFL,
2000). Sin embargo, la calidad nutricional no esta solamente determinada por la
composicion taxonémica del fitoplancton, sino que también depende de las
condiciones de crecimiento (SmiTH, 1991). Los elementos nitrogeno (N) y fosforo
(P), nutrientes esenciales para el crecimiento del fitoplancton, pueden mostrar
una gran variabilidad en los sistemas acuaticos, limitando asi la produccion de
estos sistemas (STERNER & HESSEN, 1994). Son muchos los estudios
experimentales que han mostrado que la composicion elemental y/o bioquimica
de algunas especies algales puede variar dependiendo del grado y tipo de
limitacion de estos nutrientes en el medio, y en consecuencia, estas diferencias
en la calidad del alimento pueden ocasionar importantes efectos sobre el
crecimiento y reproduccion de cladéceros y copépodos (p. ej. STERNER, 1993;
MULLER-NAVARRA, 1995a; LURLING & VAN DONK, 1997; DEMoOTT et al., 1998;
BOERSMA, 2000; PLATH & BOERSMA, 2001; VILLAR-ARGAIZ & STERNER, 2002). Sin
embargo, realmente se ha investigado muy poco sobre los efectos de la limitacion
de nutrientes sobre el crecimiento de rotiferos (RoTHHAUPT, 1995; CONDE-
PORCUNA, 2000).
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Por otro lado, el éxito de una especie en un ambiente donde la abundancia y
calidad de sus recursos alimenticios puede variar drasticamente en el tiempo,
depende en parte de su habilidad para almacenar energia y controlar su
distribucion durante periodos de extrema limitacién de alimento (KirRk, 1997;
KIRK et 4l., 1999; STELZER, 2001). En este sentido, KIRk (1997) sugeria que,
aunque los animales plancténicos no pueden encontrarse nunca con condiciones
de ausencia total de alimento en la naturaleza, el tiempo que una especie puede
sobrevivir en condiciones de ayuno es un buen indice de la habilidad que tiene
para existir cuando la tasa de asimilacion de energia es inferior a la tasa de
consumo de la misma. Por tanto, diferentes tiempos de resistencia al ayuno
pueden ser criticos también en determinar el resultado de las interacciones
competitivas en ambientes donde haya una gran variabilidad en la abundancia y

calidad de los recursos.

La competencia entre organismos que explotan recursos alimenticios
comunes puede ejercer una gran influencia sobre la dinamica de las poblaciones
zooplanctonicas y, en consecuencia, afectar a la estructura de las comunidades
acudticas (DEMoTT, 1989; SomMER, 1989). En los sistemas naturales hay
generalmente una relacion inversa entre la presencia de grandes cladoceros
(~1.2 mm) y la abundancia y diversidad de rotiferos (GILBERT, 1988a; LAMPERT &
ROTHHAUPT, 1991). Estos taxones se solapan espacial y temporalmente en la
columna de agua (NEILL, 1984), y ademas tienen nichos de alimento similares
(BOGDAN & GILBERT, 1984, 1987), incluso aunque los rotiferos, generalmente con
longitudes comprendidas entre 50-150 pm, sean mucho mas pequeiios que los
cladoceros que pueden llegar a medir hasta 3 mm. De este modo, los rotiferos no
pueden evitar la competencia explotativa con Daphnia cuando los recursos
alimenticios llegan a ser limitantes. Cuando tal competencia tiene lugar, los
rotiferos generalmente estan en desventaja, pero no siempre tiene que ser este el
caso. No es posible hacer una generalizacion estricta acerca de la habilidad
explotativa de Daphnia y de todas las especies de rotiferos considerandolas como
un grupo (GILBERT, 1988a). Especies diferentes dentro de estos taxones pueden
tener concentraciones de alimento umbral muy diferentes (GouLDEN et al., 1982;
STEMBERGER & GILBERT, 1985, 1987b; Guiwicz, 1990; KREUTZER & LAMPERT,
1999), y ademas, la frecuencia y concentracion en la que el alimento es
suministrado a estos organismos puede modificar su habilidad para competir por

los recursos (MAcCIssSAC & GILBERT, 1991a).
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Por otro lado, ademas de la competencia explotativa como mecanismo de
interaccion indirecta entre especies que explotan recursos comunes, una especie
también puede verse dafiada o perjudicada directamente como consecuencia de
la intervencién fisica o quimica de su especie competidora. Este tipo de
competencia es denominada competencia por interferencia, y abarca un gran
nimero de interacciones tales como la competencia por encuentro, la
territorialidad y la interferencia quimica (véase revision por SCHOENER, 1983).
Particularmente, en el zooplancton, algunos estudios han mostrado que los
cladoéceros pueden también inhibir directamente el crecimiento poblacional de los
rotiferos por interferencia mecanica (GILBERT & STEMBERGER, 1985; BURNS &
GILBERT, 1986a, 1986b; GILBERT, 1988b; ScHNEIDER, 1990), incluso cuando los

recursos son abundantes, y por interferencia quimica (CONDE-PORCUNA, 1998).

Por ultimo, en los sistemas acudticos la depredacién por invertebrados es
también una interaccion ecolégica que puede modificar de manera muy
importante las comunidades zooplanctonicas (véase p. ej. LAMPERT & SOMMER,
1997). Los principales depredadores de los rotiferos herbivoros son otros rotiferos
depredadores tales como Asplanchna y Ploesoma (GuiseT, 1977; HOFMANN,
1983; WALz et al., 1987; URABE, 1992; CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998), el
insecto Chaoborus (HAVENS, 1990) y copépodos ciclopidos y calanoides (p. ej.
ANDERSON, 1980; WILLIAMSON & GILBERT, 1980; STEMBERGER & EVANS, 1984;
WILLIAMSON & BUTLER, 1986; RoOCHE, 1990b). La habilidad de estos
depredadores invertebrados para regular las comunidades de rotiferos
planctonicos estd siendo muy discutida en la actualidad. Aunque numerosos
estudios han llegado a mostrar que la depredacién es un factor regulador muy
importante de las poblaciones de rotiferos (HOFMANN, 1983; ARNOTT & VANNI,
1993; WiLLiaMsON, 1993; LEBLANC et al., 1997; CONDE-PORCUNA & DECLERCK,
1998; YosHIDA et &l., 2000; GREEN, 2001; DIEGUEZ & GILBERT, 2002), otros
estudios, en cambio, han sefialado que a pesar de que la depredacion de rotiferos
pueda ser muy selectiva, su efecto sobre la estructura y tamafio de una
comunidad zooplanctonica puede ser poco importante gracias a las altas tasas de
reproducciéon que presentan estos organismos (HAVENS, 1990). YAN et &/. (1991)
sugirieron también que la importancia de la depredacion por copépodos
depredadores sobre las poblaciones de rotiferos era dependiente de la produccion
de los mismos. De este modo, estos depredadores invertebrados podrian sélo

controlar la abundancia de los rotiferos siempre y cuando su reproduccion
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estuviese limitada por la cantidad de alimento. Sin embargo, se ha observado, a
concentraciones elevadas de alimento, que la reproduccion de estos organismos
podria estar limitada por la depredacién de Asplanchna debido a una depredacion
selectiva sobre hembras ovigeras de rotiferos (CONDE-PORCUNA & DECLERCK,
1998). En cualquier caso, el impacto que la depredacién por copépodos podria
ejercer sobre la fecundidad de los rotiferos apenas ha sido considerado en los
estudios que han analizado el efecto de la depredacion sobre la dinamica de las

poblaciones naturales de estos organismos (LEBLANC et 4/., 1997).

En resumen, existe una multiplicidad de interacciones bioticas que pueden
controlar las poblaciones de rotiferos en los sistemas naturales de forma
independiente o de manera conjunta, algunas de las cuales estan siendo muy
discutidas en la actualidad. Por esta razén, uno de los principales problemas con
los que se enfrenta la ecologia es evaluar la interaccion que existe entre los
distintos factores que regulan las comunidades naturales y cuantificar su
importancia relativa (DEVETTER, 1998). Es evidente que los estudios in situ son
necesarios, pero los estudios de campo frecuentemente no son capaces por si
solos de identificar ciertos procesos criticos que pueden ocurrir dentro de una
comunidad. Asi pues, la realizacion paralela de experiencias de laboratorio con
organismos procedentes del medio natural sin duda ayudan a esclarecer los
procesos que tienen lugar en un determinado sistema, permitiendo probar
hipotesis y dilucidar mecanismos de control. Como sefialan CROWDER et 4l.
(1988), solo la integracion de trabajos de larga duracién en medios naturales, con
experimentos de laboratorio y mesocosmos de campo, junto con las predicciones
de modelos, permitira conocer de manera mas precisa determinados procesos

que tiene lugar en los ecosistemas acuaticos.

OBJETIVOS Y ORGANIZACION DE LA TESIS

El objetivo general de esta Tesis es evaluar la importancia de las multiples
interacciones biodticas que pueden regular la dindmica de las poblaciones de
rotiferos en los sistemas acuaticos, mediante observaciones de campo en un

sistema natural y el desarrollo paralelo de experiencias de laboratorio.
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De acuerdo con este objetivo general, esta Tesis se estructura en los

siguientes capitulos:

En el capitulo 2 se presenta un estudio de campo realizado en el embalse de
Izndjar (Cérdoba), realizando una campafia de muestreo intensiva, con el
objetivo de evaluar la influencia de factores abioticos (p. ej. la temperatura), y
bidticos (disponibilidad de alimento, competencia con cladéceros y depredacién
por copépodos), sobre la variacion espacio-temporal de la abundancia y

fecundidad de rotiferos.

En el capitulo 3 se analiza como la cantidad de alimento afecta al
crecimiento de la especie de rotifero mas abundante en el embalse de Iznajar:
Keratella cochlearis. Se estudia la respuesta numérica de K. cochlearis alimentada
con una especie algal flagelada (Cryptomonas sp.), ambas aisladas del embalse
de Iznajar, con el objetivo de determinar parametros de crecimiento poblacional
de esta especie de rotifero en relacion con la cantidad de alimento. Este estudio
permitira conocer los requerimientos alimenticios del rotifero y disefiar las
distintas experiencias de laboratorio que se describen en los siguientes capitulos

de esta Tesis.

En el capitulo 4 se analiza como la calidad del alimento afecta al rotifero K.
cochlearis. Se analiza como la disponibilidad de nutrientes (nitrogeno y fosforo)
afecta al crecimiento y composicion elemental del alga flagelada Cryptomonas
sp., Y como su diferente calidad nutricional influye sobre diferentes pardmetros
de historia de vida del rotifero K. cochlearis, a baja y alta concentracién de
alimento. Ademas se estudia la resistencia al ayuno de esta especie de rotifero

cuando se alimenta con células de Cryptomonas de diferente calidad nutricional.

En el capitulo 5 se estudia la competencia por Daphnia sobre K. cochlearis.
Se evalua la importancia relativa de la interferencia quimica entre Daphnia
longispina y Keratella cochlearis respecto a los mecanismos de interaccion mas
conocidos entre claddéceros y rotiferos, la competencia explotativa y la
interferencia mecanica. Ademas se hace una primera caracterizacién del peso
molecular de las sustancias exudadas por el cladocero responsables de esta

interferencia quimica.
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Introduccién y consideraciones preliminares

En el capitulo 6 se analiza si la depredacion por copépodos puede reducir
directamente la fecundidad de K. cochlearis. Para ello se observa directamente el
comportamiento de alimentacion de las dos especies de copépodos mas
importantes en el embalse de Iznajar, Lovenula alluaudi (Calanoida) vy

Acanthocyclops vernalis (Cyclopoida), sobre hembras ovigeras de K. cochlearis.

Finalmente, en el capitulo 7 se presenta una sintesis general de los resultados
obtenidos en esta Tesis discutiéndose de manera global, seguida por las

conclusiones mas relevantes obtenidas en este estudio.
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Dinamica poblacional de rotiferos en un embalse
meso-eutrofico: variacion espacio-temporal

de la fecundidad

INTRODUCCION

La dinamica de las poblaciones de rotiferos en los sistemas naturales esta
controlada por diversos factores entre los que destacan la cantidad de alimento y
la temperatura (EDMONSON, 1965; MAY, 1983; ARMENGOL et dl., 1998; OomMs
WILMs et al., 1999; MERRIMAN & KIRK, 2000; CORDOVA et dl., 2001). Numerosos
estudios han mostrado también que las poblaciones de rotiferos pueden estar
controladas a través de la competencia explotativa y la interferencia mecanica
con grandes daphnidos (>1.2 mm) (GILBERT, 1988a; LAMPERT & ROTHHAUPT,
1991; JACK & GILBERT, 1994; FRADKIN, 1995; SARNELLE, 1997; CONDE-PORCUNA
et 4l., 1994), asi como por la depredacion por copépodos y rotiferos carnivoros
(Asplanchna) (STEMBERGER & EVANS, 1984; WILLIAMSON, 1987; PLABMANN et al.
1997; CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998; YosHIDA et dl., 2000; GREEN, 2001;
DIEGUEZ & GILBERT, 2002).

YAN et al. (1991) establecieron que la importancia de la depredacion por
invertebrados sobre el control de las poblaciones de rotiferos es dependiente de la
produccién de rotiferos. De este modo, los depredadores podrian ser capaces de
controlar la abundancia de rotiferos si sus tasas de reproduccién estuvieran
limitadas por la cantidad de alimento. En este sentido, PAUL & SCHINDLER (1994)
observaron que la baja disponibilidad de alimento en los lagos alpinos

oligotroficos podria reducir las tasas reproductivas de los rotiferos lo suficiente
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como para permitir el control de estas poblaciones por depredadores
invertebrados (copépodos del género Hesperodiaptomus). Sin embargo, CONDE-
PORCUNA & DECLERCK (1998) sugirieron que las poblaciones de rotiferos podrian
estar reguladas por depredadores en sistemas eutroficos, sin limitacion alguna de

alimento.

Los copépodos ciclépidos y calanoides depredan selectivamente sobre
diferentes especies de rotiferos. Algunos estudios han mostrado que la
vulnerabilidad de las distintas especies de rotiferos a ser depredados por
copépodos depende mdas de las caracteristicas morfoldgicas y respuestas de
comportamiento de las presas que del tamafio de las mismas (JUDITH & HIRAM,
1979; WiLLiAMSON, 1983; WILLIAMSON & BUTLER, 1986; WILLIAMSON, 1987;
PLABMANN et /., 1997). Estos estudios han sefialado que las especies de cuerpo
blando (p. ej. Synchaeta, Polyarthra y Filinia) son particularmente mas
vulnerables a la depredacién por copépodos que las especies con tamafio similar
provistas de una lériga dura (p. ej. Brachionus angularis, Keratella americana,
Keratella cochlearis). Polyarthra, a pesar del caracteristico comportamiento
evasivo que presenta al impulsarse rapidamente con sus apéndices laterales, es
una presa muy preferida por copépodos ciclopidos (ADRIAN & FROsST, 1992;
DIEGUEZ & GILBERT, 2002). Sin embargo, aunque la presencia de una loriga dura
en algunas especies de rotiferos les proteja de la depredacion por copépodos, los
huevos de estos rotiferos lorigados no estan protegidos por sus lérigas y, hasta el
momento, se ha investigado muy poco sobre la interaccion entre rotiferos
gravidos y copépodos depredadores, y sus consecuencias sobre la fecundidad de
los rotiferos. Soélo algunos estudios experimentales han sefialado que los
copépodos y Asplanchna pueden reducir la fecundidad del rotifero lorigado
Keratella cochlearis, al consumir selectivamente sus huevos y/o hembras ovigeras
de esta especie de rotifero (WILLIAMSON & BUTLER, 1986; CONDE-PORCUNA &

SARMA, 1995; LEBLANC et dl., 1997; CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998).

FrROST et &/. (1988) consideran que cada investigacién sobre una comunidad
ecologica es el estudio de una versiébn muy resumida y simplificada de esa
comunidad y, para compensar esta deficiencia, hay que procurar ser tan acertado
como sea posible en la eleccién de las escalas apropiadas a los fines que persigue
cada estudio. La eleccién de una escala concreta en la investigacion de los

ecosistemas acudticos puede influir notablemente en la interpretacion de los
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procesos y de los patrones que ocurren dentro de una comunidad (véase p. €j.
BERNER-FANKHAUSER, 1987). Asi pues, para el estudio detallado de la dinamica
del zooplancton en medios naturales, los intervalos de muestreo tienen que
depender de los tiempos de generacion de los organismos predominantes en el
medio y, de este modo, si lo que se pretende estudiar es la dinamica poblacional
de las especies de rotiferos presentes en un sistema, los muestreos deberian

realizarse cada pocos dias (BOTTRELL et /., 1976; BERNER-FANKHAUSER, 1987).

El objetivo de este capitulo es evaluar, mediante una intensa campafa de
muestreo realizada en el embalse de Iznajar (Cérdoba), la influencia de factores
abidticos (p. ej. la temperatura) y bibticos (disponibilidad de alimento,
competencia con grandes cladoceros y depredacion por copépodos adultos), sobre
la variacion espacio-temporal de la abundancia y fecundidad de las especies de

rotiferos mas abundantes en este sistema.

MATERIAL Y METODOS

El embalse de Iznajar (2500 Ha de area superficial y 980-10° m* de capacidad)
esta situado en el curso del rio Genil, un afluente del rio Guadalquivir, en el sur
de Espafia. Este embalse, segin la concentracion media anual estimada en
superficie de clorofila-a total (20.02 pg L) y de fosforo total (49.63 pug L), junto
con los valores medios de visibilidad del disco de Secchi (3.43 m) (CRuUz-PIZARRO
et al., datos no publicados), podria catalogarse como meso-eutréfico (OCDE,
1982).

El periodo de estudio comprendio desde el 5 de abril hasta el 1 de junio de
1997, realizandose muestreos cada tres dias entre las 12:00 y 14:00 horas
locales. El punto de muestreo (profundidad aprox. 40 m) se situé en las
proximidades de la presa en un ambiente de caracteristicas esencialmente
peldgicas y una boya sefiald su posicion durante el estudio. Durante este tiempo,
las concentraciones de fésforo soluble reactivo (SRP) en la superficie del embalse
fueron extremadamente bajas (<1.45 pg L!), con razones de nitrégeno total
(NT) : fosforo total (PT) oscilando entre 996 y 224 (CRuz-PiZARRO et al., datos no
publicados).
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Se recogieron muestras a tres profundidades (superficie, 4 y 10 metros) con
una botella Niskin (8 litros), para cuantificar la concentracion de clorofila-a
correspondiente a la fracciéon algal <40 pm (fraccion algal comestible por el
zooplancton), y para caracterizar la comunidad zooplanctonica. También se midio
la temperatura del agua in situ en cada una de las profundidades seleccionadas
con una sonda “Windermer Profiler”. El contenido en clorofila-a se determind a
partir de extractos metanolicos analizados seglin el método espectrofotométrico
propuesto por TALLING & DRIVER (1961). La biomasa algal (mg C L) se estimd
multiplicando el contenido en clorofila-a (ug L™!) por un factor de 0.03, asumiendo
que la clorofila-a constituye, como media, un 3% del contenido en carbono de la

materia organica de las algas (RIEMANN et 8/., 1989).

Las muestras de zooplancton (8 L de agua filtrados por una malla de 40 ym)
se fijaron con formol (4%) azucarado para prevenir la pérdida de huevos de los
organismos (HANEY & HALL, 1973), y posteriormente fueron cuantificadas en un
microscopio invertido (Leitz Labovert). En la sistematica y taxonomia del
zooplancton se han utilizado las claves de RUTTNER-KOLISkO (1974), KOSTE
(1978) y SHIEL & KosTE (1993) para los rotiferos, la de ALoNsoO (1996) para los
cladoéceros, y las de DussaRT (1967) y EINSLE (1993) para los copépodos.
Después de cuantificar la abundancia de las diferentes especies zooplancténicas
se tomaron medidas de la longitud del cuerpo de cladéceros y copépodos (10-100
individuos por muestra) y de rotiferos (10-60 individuos por muestra) con un

micrémetro ocular calibrado.

La biomasa de cladoceros y copépodos adultos se estimaron a partir de las
densidades y del peso seco medio individual obtenido a partir de las siguientes

formulas descritas por BOTTRELL et 4/. (1976):

RS

» Daphnia longispina: Ln W = 1.37 + 2.5567 x Ln L
% Bosmina longirostris: Ln W = 3.28 + 3.13 x Ln L
< Copépodos: Ln W = 1.9526 + 2.3990 x Ln L

donde W es el peso seco medio individual (ug) y L es la longitud del cuerpo
(mm). El peso seco de las diferentes especies de rotiferos se estimd a partir del
volumen medio individual obtenido con las formulas descritas por POURRIOT &

ROUGIER (1991) y BOTTRELL et dl. (1976), asumiendo una densidad de 1 (i.e.
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1 um*=10° pg) y una relacién peso seco/peso fresco de 0.039 para Asplanchna
priodonta y de 0.1 para las demas especies de rotiferos (DOoHAN, 1973; DUMONT
et al., 1975).

En cada una de las muestras se enumerd también el nimero de huevos de las
especies de rotiferos mas abundantes en este sistema con el fin de estimar su

fecundidad como la razén entre el nimero de huevos y el nimero de individuos.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa STATISTICA
(StatSoft). Para evaluar el grado de asociacién entre la abundancia y fecundidad
de las especies de rotiferos mas abundantes en el embalse, y la concentracion de
alimento disponible, la temperatura y la biomasa de grandes crustaceos
(copépodos adultos y Daphnia >=1.2 mm), se realizaron analisis de correlacion
de Pearson, transformandose previamente las variables logaritmicamente para
lograr una distribucion normal de todas ellas. La normalidad de las variables se
analizd mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para comparar valores
medios de distintas variables entre dos periodos de tiempo se usaron pruebas t
de Student, habiéndose comprobado previamente la normalidad de las variables y
la homogeneidad de varianzas mediante una prueba de Bartlett (SOKAL & ROHLF,
1995). Y por ultimo, para comparar valores medios de las variables entre dos
profundidades se realizaron pruebas t de Student para muestras pareadas (SOKAL
& ROHLF, 1995).

RESULTADOS

Descripcion de la comunidad zooplancténica

La comunidad zooplancténica en el embalse de Iznajar durante la primavera
de 1997 estuvo dominada, en términos de densidad, principalmente por rotiferos
(Tabla 2.1.), si bien en términos de biomasa dominaron los crustaceos (104.07 +
56.27 pug L [desviacion estéandar]) sobre los rotiferos (17.89 + 14.32 pg L?). Las
especies de rotiferos herbivoros mas abundantes fueron Keratella cochlearis (con

espina posterior), Polyarthra vulgaris-dolichoptera y Synchaeta oblonga. Entre los
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crustaceos, se hicieron presentes soélo dos especies de cladéceros (Daphnia
longispina y Bosmina longirostris), y tres especies de copépodos, dos ciclopidos
(Acanthocyclops vernalis y Tropocyclops prasinus) y un calanoide (Lovenula

alluaudi).

Tabla 2.1. Densidad media y méxima de las especies de zooplancton presentes en el embalse de Iznajar
durante la primavera de 1997 (n=60).

Media + D.E. Maxima
(ind L) (ind L")

Rotiferos
Keratella cochlearis (con espina posterior) 84.75 % 92.05 457
Polyarthra vulgaris-dolichoptera 42.98 = 71.11 415
Synchaeta oblonga 25.78 + 67.29 331
Asplanchna priodonta 20.56 £ 32.12 140
Ascomorpha 9.99 + 29.25 190
Keratella cochlearis (sin espina posterior) 4.14 +£ 9.69 56
Phompholix 3.95 + 4.62 17
Keratella quadrata 3.45 £ 7.59 50
Synchaeta pectinata 3.02 £ 3.79 16
Polyarthra euryptera 1.67 £ 4.62 31
Polyarthra major 1.40 +£ 2.98 18
Cladoceros
Daphnia longispina 9.54 £ 9.85 38.63
Bosmina longirostris 2.86 £ 5.12 23.00
Copépodos
Acanthocyclops vernalis 1634 & 1771 81.90
Lovenulla alluaudi 4.47 £ 7.22 37.00
Tropocyclops prasinus 3.06 £ 6.39 40.31

D.E.:desviacion estandar.

La comunidad fitoplanctonica en este periodo estuvo dominada por algas
verdes, criptoficeas y diatomeas (PEREZ-MARTINEZ & SANCHEZ-CASTILLO, datos no

publicados).

De las tres especies de rotiferos herbivoros mas abundantes en el embalse de

Iznajar, soélo P. vulgaris-dolichoptera y K. cochlearis estuvieron presentes durante
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todo el periodo de estudio. S. oblonga alcanzé sélo densidades importantes
durante la tercera semana de estudio, estando practicamente ausente el resto del
tiempo (Figura 2.1.). En cuanto a los crustaceos, las especies mas importantes
fueron Daphnia y los copépodos Lovenula y Acanthocyclops. Las otras especies,
Bosmina y Tropocyclops no llegaron a tener repercusion destacable en la biomasa
(Figura 2.2.).
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Figura 2.2.Contribucion relativa de cladoceros y copépodos a la biomasa total de
crustaceos durante la orimavera de 1997 en el embalse de Iznaiar.
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Figura 2.1. Abundancia media de las principales especies de rotiferos durante la
primavera de 1997 en el embalse de Iznaiar.
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Analisis de la abundancia y fecundidad de las especies de rotiferos mas

abundantes

La abundancia de K. cochlearis mostré una correlacion positiva significativa
con la concentracion de clorofila-a (<40 pm) y la temperatura del agua en este
sistema (Tabla 2.2.). No se observaron correlaciones significativas entre la
abundancia de esta especie de rotifero ni con la biomasa de los estadios adultos
de los copépodos Lovenula alluaudi y Acanthocyclops vernalis, ni con la biomasa
de grandes daphnidos. La abundancia de Polyarthra vulgaris-dolichoptera y de
Synchaeta oblonga no correlacionaron con ninguna de las variables bidticas

analizadas, ni tampoco con la temperatura (Tabla 2.2.).

Tabla 2.2. Correlaciones de Pearson entre las abundancias y fecundidades de rotiferos (Keratella
cochlearis, Polyarthra vulgaris-dolichoptera y Synchaeta oblonga) y la concentracion de clorofila-a (<40
pm), la temperatura, la biomasa de los estadios adultos de los copépodos Lovenulla alluaudi y

Acanthocyclops vernalis y la biomasa de los individuos de Daphnia >=1.2 mm, en el embalse de Iznajar.

Ln Clorofila-a Temperatura Ln (Biomasa Ln (Biomasa

(n=60) (n=60) Copépodos) Daphnia)
(n=33) (n=45)
Densidad de rotiferos
Ln Keratella 0.51 *** 0.60 *** 0.33 ns 0.12 ns
(n=60) (n=60) (n=33) (n=45)
Ln (Polyarthra + 1) 0.12 ns 0.05 ns 0.03 ns -0.16 ns
(n=59) (n=59) (n=32) (n=44)
Ln (Synchaeta +1) -0.09 ns -0.22 ns -0.22 ns -0.33 ns
(n=43) (n=43) (n=20) (n=34)
Fecundidad de rotiferos
Ln (Keratella +1) 0.10 ns -0.20 ns 0.18 ns 0.23 ns
(n=40) (n=40) (n=21) (n=26)
Ln (Polyarthra + 1) 0.36 ns 0.17 -0.13 0.35
(n=22) (n=22) (n=10) (n=15)

***p<0.0001; ns = no significativo, p>0.05. Los analisis de correlacién con las abundancias de rotiferos
se restringieron a aquellos casos en que la densidad de individuos de cada especie era superior a cero, y
las correlaciones con la fecundidad de rotiferos se restringieron a aquellos casos en que la densidad de
individuos era superior a 30 ind L. Ademas, las correlaciones con la biomasa de copépodos adultos y
con la biomasa de Daphnia >=1.2 mm se restringieron también a los casos en que estas variables eran
superiores a cero.
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Por otro lado, las fecundidades de Keratella y de Polyarthra no mostraron
correlaciones significativas ni con la concentracion de clorofila-a, ni con la
biomasa de los copépodos adultos y de los mayores individuos de Daphnia, ni
tampoco con la temperatura (Tabla 2.2.). Estas correlaciones se restringieron a
los casos en que la densidad de Keratella y Polyarthra eran superiores a 30
ind L', para evitar posibles errores en la estima de sus fecundidades por baja
densidad de individuos (CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998). En este estudio, la
fecundidad de Synchaeta oblonga no se estimd porque esta especie de rotifero
libera sus huevos en el agua, hundiéndose hacia capas mas profundas, de
manera que la estima de su fecundidad podria resultar erronea (STEMBERGER &
GILBERT, 1987a).

Sin embargo, analizando mas en detalle los valores de fecundidad de las
especies de rotiferos, se observd que la correlacion entre la fecundidad de K.
cochlearis y la biomasa algal (<40 ym) podria ser dependiente de la abundancia
de copépodos adultos. Dicha correlacion era positiva para aquellos casos en que
la biomasa de los estadios adultos de los copépodos era inferior a 5 ug L™* (Figura
2.3.). Cuando la biomasa de estos copépodos adultos alcanzaba valores
superiores a 5 pg L'* la relacién entre la fecundidad del rotifero y la biomasa algal

dejaba de ser significativa (r=-0.40; p>0.05; Figura 2.3.). Estas correlaciones se
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Figura 2.3. Correlaciones de Pearson entre la fecundidad de K. cochlearis y la biomasa algal
(<40 pm) para valores de biomasa de copépodos adultos <5 pg L™ (circulos rojos) y > 5 ug L

(cruces azules). Las correlaciones se restringieron a los casos en que la densidad de Keratella
era superior a 30 ind L™ y la biomasa algal superior a 0.25 mg C L'*.-

19



Capitulo 2 E. Ramos. Tesis Doctoral

restringieron a los casos en que la densidad de K. cochlearis era superior a 30
ind L. En cualquier caso, se obtuvieron resultados similares cuando se
consideraron todas las densidades de K. cochlearis para biomasa de copépodos
inferior a 5 pg L' (n=26; r=0.52; p=0.006) y superiora 5 pgL?! (n=25;
r=-0.28; p>0.05). Ademas, todas estas correlaciones se restringieron también a
aquellos momentos del periodo de estudio en que la biomasa algal comestible por
el zooplancton era superior a 0.25 mg C L. Esta concentraciéon de alimento
podria ser lo suficientemente elevada como para que la poblacién de K. cochlearis
no esté limitada por la cantidad de alimento en este sistema, ya que una
concentracion de 0.44 pg peso seco ml™? (i.e. ~0.22 mg C L, asumiendo que el
contenido de carbono en las algas de agua dulce es aproximadamente el 50% de
su peso seco [REYNoOLDS, 1984]) permite tasas de crecimiento maximas muy

altas (~0.30 ind d™') para Keratella cochlearis (véase KIRK & GILBERT, 1990).

En cuanto a la fecundidad de Polyarthra, no se observo ninguha correlacion
significativa entre esta y la biomasa algal, ni cuando la biomasa de copépodos
adultos era inferior a 5 ug L™ (r=0.34; p>0.05; n=12), ni cuando era superior a 5
pg L (r=0.33; p>0.05; n=10). Estas correlaciones también se restringieron a los

casos en que la densidad de Polyarthra era superior a 30 ind L.

Variacion espacio-temporal de la abundancia y fecundidad de K.

cochlearis

Debido a que la poblacién de Polyarthra vulgaris-dolichoptera alcanzd sélo
densidades importantes durante la primera semana de estudio (Figura 2.1.) vy,
dada la ausencia de relacién entre su fecundidad y la cantidad de alimento, este
trabajo se centrard en K. cochlearis para analizar la distribuciéon espacio-temporal
de su abundancia y fecundidad en relacion con la disponibilidad de alimento, la
temperatura y la presencia de grandes crustaceos (copépodos adultos y Daphnia
>=1.2 mm), por ser la especie de rotifero mas abundante y persistente durante

el periodo de estudio en el embalse de Iznajar.
Los valores medios de clorofila-a y biomasa de copépodos adultos de Lovenula

y Acanthocyclops mostraron valores mas altos al final del estudio, sugiriendo la

existencia de dos periodos diferentes (Figura 2.4.). Una prueba t de Student
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Dinamica poblacional de rotiferos en un embalse meso-eutréfico

(Tabla 2.3.) reflejé que la concentracion de clorofila-a, la biomasa de estos
copépodos adultos y la temperatura fueron significativamente mdas altas en el
periodo comprendido entre los dias 39-57 de este estudio (periodo 2) que en el
periodo comprendido entre los dias 0-36 (periodo 1). La fecundidad de Keratella y
la biomasa de los individuos de Daphnia >=1.2 mm no mostraron diferencias
significativas entre ambos periodos (Tabla 2.3.).

60 -
Periodo 1 i Periodo 2
50 4 —® Clorofila-a <40 ym
M- Biomasa copépodos
40 A
= 301
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= :
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Figura 2.4. Variacion temporal de los valores medios de clorofila-a (<40um) y
biomasa de copépodos adultos (Lovenula alluaudi y Acanthocyclops vernalis)
durante la primavera de 1997 en el embalse de Iznajar.

Tabla 2.3. Valores medios + desviacion estandar de la fecundidad de K. cochlearis (n° huevos ind™),
concentracion de clorofila-a <40 pm (ug L), biomasa de copépodos adultos (pg L), biomasa de
individuos de Daphnia >=1.2 mm (ug L) y temperatura (°C), para cada periodo considerado. Los

valores medios entre periodos se compararon mediante pruebas t de Student.

Periodo 1 Periodo 2 t g.l. p
(n=13) (n=7)
Fecundidad de Keratella 0.12 + 0,06 0.11 £ 0.05 0.24 18  ns
Clorofila-a <40 pm 15.45 + 7.59 37.08 £ 12.18 -4.93 18 <0.001
Biomasa de copépodos 6.29 = 8.95 16.04 + 8.21 -2.39 18 <0.05
Biomasa de Daphnia 20.60 £ 9.82 16.32 £ 17.29 .71 18 ns
Temperatura 17.13 +.0.93 19.03+ 0.57 -4.88 18 <0.001

ns: no significativo, p>0.05. g.l.: grados de libertad.
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Capitulo 2 E. Ramos. Tesis Doctoral

La composicion taxonémica de la comunidad fitoplanctonica también mostrd
diferencias entre ambos periodos. En el periodo 1 predominaron algas verdes
(Oocystis sp. y Coelastrum sp.), mientras que en el periodo 2 las algas verdes
perdieron relevancia en favor de diatomeas (Cyclotella sp., Melosira sp. y
Fragilaria sp.), criptoficeas (Cryptomonas sp. y Rhodomonas minuta) y otros

grupos algales (PEREZ-MARTINEZ & SANCHEZ-CASTILLO, datos no publicados).

Las diferencias significativas descritas para la concentracion de clorofila-a, la
temperatura y la biomasa de copépodos adultos entre los dos periodos
considerados, ademas del cambio en la composicién taxondmica de la comunidad
algal, podrian determinar cambios en la dindmica poblacional de K. cochlearis en
este sistema entre uno y otro periodo. Por esta razon, se analiza en detalle la
posible influencia de la disponibilidad de alimento y la presencia de copépodos
depredadores sobre la distribucidén espacio-temporal de la fecundidad de Keratella

en cada uno de estos periodos.

Para aquellos momentos en que la biomasa algal <40 pym era superior a 0.25
mg C L}, la fecundidad de K. cochlearis no mostro diferencias significativas entre
superficie y 4 m de profundidad, ni durante el periodo 1 (0 m: 0.129 + 0.031
[error estdndar]; 4 m: 0.133 + 0.025; t=-0.10, g.l.=11, p=0.09), ni durante el
periodo 2 (0 m: 0.099 £ 0.026; 4 m: 0.113 + 0.028; t=-0.77, g.l.=6, p=0.47).
Sin embargo, la fecundidad de Keratella si mostré diferencias significativas entre
4 my 10 m, tanto en el periodo 1 como en el periodo 2, aunque con un patréon de

distribucién diferente entre ambos periodos (Fig. 2.5a.).

Con el objetivo de analizar la posible influencia de la depredaciéon por
copépodos y de la competencia con grandes daphnidos sobre la distribucién
vertical de la fecundidad de K. cochlearis en este sistema, en aquellos momentos
en que la biomasa algal no era limitante para el crecimiento del rotifero, se
realizaron analisis pareados entre profundidades. Ya que el nimero de casos
comparables entre superficie y 4 m y, entre 4 m y 10 m no coincidieron, para
simplificar los andlisis estadisticos y su interpretacion, este estudio se centrara en
intentar explicar las diferencias de fecundidad existentes entre 4 m y 10 m de

profundidad en ambos periodos.
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Figura 2.5. Valores medios (+ error estandar) para cada periodo de la fecundidad de K. cochlearis (a),
concentracion de clorofila-a <40pm (b), biomasa de copépodos adultos (c), y densidad de K. cochlearis
(d), a4 my 10 m de profundidad. Las diferencias entre profundidades se analizaron mediante una
prueba t de Student para muestras pareadas. Los analisis eran restringidos para valores de biomasa algal

(< 40 um) superiores a 0.25 mg C L™ (periodo 1. n=8; periodo 2. n=5).
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En el periodo 1, la fecundidad de Keratella fue significativamente mas alta a
4 m que a 10 m (Figura 2.5a.), donde a su vez era mas alta la concentracion de
clorofila-a (Figura 2.5b.) y la temperatura (17.7°C vs. 16.2°C; p<0.05). Ni la
biomasa de copépodos adultos (Figura 2.5c.), ni la biomasa de los individuos de
Daphnia con longitud >=1.2 mm, mostraron diferencias significativas (p>0.05)
entre 4 m y 10 m en este periodo. De hecho la fecundidad de Keratella estuvo
correlacionada con la concentracion de clorofila-a en el periodo 1 (n=26; r=0.41;
p<0.05), pero no asi en el periodo 2 (p>0.05). La fecundidad de Keratella no

estuvo correlacionada con la temperatura en ningun periodo (p>0.05).

En el periodo 2, la fecundidad de Keratella invirtid su maximo de profundidad,
siendo significativamente mas baja a 4m que a 10 m (Figura 2.5a.). Sin embargo,
la concentracién de clorofila-a (Figura 2.5b.) y la temperatura (19.2°C vs.
17.99C; p<0.01) seguian siendo significativamente mas altas a 4 m que a 10 m.
Por el contrario, la biomasa de copépodos adultos fue, en este caso,
significativamente mds alta a 4 m que a 10 m (Figura 2.5c.). Por su parte, la
biomasa de los individuos de Daphnia con longitud >=1.2 mm resultd ser
significativamente mds alta a 10 m en este periodo (p<0.05). La distribucién
vertical de la poblacion de Keratella no cambi6 de forma apreciable entre ambos

periodos (Figura 2.5d.).

DISCUSION

Las correlaciones observadas entre la fecundidad de Keratella y la biomasa
algal (Figura 2.3.) sugieren, que en este sistema, la importancia relativa del
alimento sobre la fecundidad de Keratella podria verse reducida en los momentos
en que la biomasa de los estadios adultos de los copépodos depredadores
(Lovenula alluaudi y Acanthocyclops vernalis) alcanza valores mas altos, incluso
cuando la biomasa algal no esta en concentraciones limitantes para el crecimiento
de Keratella. No obstante, seria necesario corroborar si una concentracion de
alimento de 0.25 mg C L es lo suficientemente elevada como para que una
poblacion de K. cochlearis procedente del embalse de Iznajar pueda alcanzar

elevadas tasas de crecimiento poblacional.
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Dindmica poblacional de rotiferos en un embalse meso-eutrofico

Las interacciones entre poblaciones estan fuertemente influenciadas por la
distribucion espacial de las especies, de forma que las interacciones de
competencia y depredacion de crustaceos sobre rotiferos pueden intensificarse
como consecuencia de un solapamiento espacial en la columna de agua entre los
distintos taxones (SiH, 1987; MACISAAC & GILBERT, 1990; WILLIAMSON, 1993;
GoONzALEZ, 1998). En este sentido, el solapamiento espacial observado entre la
poblacion de Keratella y los copépodos adultos en el periodo 2 podria haber
intensificado el efecto de la depredacién selectiva sobre hembras reproductivas de
K. cochlearis, o bien sobre los huevos de estas hembras, y por tanto, la
importancia de la concentracién de alimento y la temperatura sobre el patron de
distribucion vertical de la fecundidad de esta especie de rotifero podria haber
disminuido. Varios estudios experimentales han puesto de manifiesto que
especies de copépodos ciclopidos y calanoides (Diacyclops thomasi y Diaptomus
pallidus) depredan selectivamente los huevos de Keratella cochlearis sin consumir
a las hembras que portan esos huevos (WILLIAMSON & BUTLER, 1986; LEBLANC et
al., 1997). CONDE-PORCUNA & SARMA (1995) también mostraron, en un estudio
de laboratorio, que el rotifero carnivoro Asplanchna girodi se alimentaba
selectivamente sobre hembras reproductivas de K. cochlearis. En situaciones
naturales también se ha observado que Asplanchna brightwelli depredaba
selectivamente sobre hembras reproductivas de K. cochlearis en un sistema
eutrofico, reduciendo asi la fecundidad del rotifero (CONDE-PORCUNA & DECLERCK,
1998). En consecuencia, estos depredadores invertebrados podrian reducir la
densidad poblacional de los rotiferos, directamente, al aumentar las tasas de
mortalidad, e indirectamente, al reducir las tasas de natalidad de estos

organismos (CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998).

Por otro lado, la migracion vertical diaria puede representar un mecanismo
efectivo que minimice el riesgo de depredaciéon por depredadores visuales y
tactiles (STicH & LAMPERT, 1981; GLiwicz, 1986; LAMPERT, 1989). Estos
movimientos verticales pueden variar entre especies de rotiferos (STEWART &
GEORGE, 1987; GONzALEZ, 1998; ARMENGOL & MIRACLE, 2000). Algunos estudios
han mostrado que K. cochlearis carece de este comportamiento de migracion
vertical en lagos profundos (RUTTNER-KOLISKO, 1975; BEGG, 1976; PIVODA,
1977; GonNzALEzZ, 1998). Sin embargo, otros estudios han sefalado que esta
especie de rotifero puede migrar verticalmente en lagos someros (CRUZ-PIZARRO,

1978; WILLIAMSON & MAGNIEN, 1982). STEWART & GEORGE (1987) mostraron que
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la amplitud de migracion para K. cochlearis era muy baja (0.48-1.49 m).
GALKOVSKAYA & MITYANINA (1989) también sefalaron que los movimientos
migratorios de K. cochlearis son muy pequefios. De acuerdo con esto, en este
estudio, la migracion de esta especie de rotifero entre 4 m y 10 m de profundidad

podria considerarse despreciable.

Las concentraciones extremadamente bajas de SRP registradas en la superficie
del embalse de Izndjar (<1.45 pg L), junto con las elevadas razones NT:PT
estimadas también en la superficie del embalse sugieren que, durante el tiempo
en que se llevd a cabo esta investigacion, este sistema estaba limitado en P.
Estas condiciones limitantes de P, ademas del cambio observado en la
composicion taxonoémica de la comunidad algal en el periodo 2, podrian llevar
asociado un cambio en la calidad nutricional del fitoplancton que podria haber
influido sobre la dindmica de las poblaciones de rotiferos, con independencia de la
depredacién por copépodos. Sin embargo, en este estudio desgraciadamente no
se disponen de datos suficientes de disponibilidad de nutrientes que permitan
evaluar la posible influencia de la calidad de los recursos alimenticios sobre la
dindmica de las poblaciones de rotiferos en este sistema. CONDE-PORCUNA et &l.
(2002) han sugerido que K. cochlearis es una especie muy susceptible a la
limitacion de P en un embalse mesotréfico donde la concentracién de alimento
parece tener una influencia menor sobre dicha especie. Sin embargo,
recientemente SELIG et 4. (2002) han sefialado que la concentracion de SRP
puede no ser adecuada para describir la disponibilidad real de P para el
crecimiento algal en un sistema natural debido a que la determinacion de la
concentracion de fosfato inorganico como fosfato reactivo al azul de molibdeno
(SRP), sobreestima el contenido en ortofosfato realmente disponible para las
algas al incluir también fosforo organico disuelto y polifosfato inorganico que son
hidrolizados a fosfato reactivo durante el procedimiento analitico (BurTON, 1973).
SELIG et &l. (2002) ponen de manifiesto que puede ser muy dificil determinar
cémo la limitacion de nutrientes influye en el crecimiento del fitoplancton en
sistemas naturales. De este modo, resultara también dificil evaluar como la
diferente calidad nutricional de las algas puede influir sobre la dinamica de las
poblaciones zooplanctonicas en dichos sistemas naturales, siendo necesario, por

tanto, realizar estudios experimentales para clarificar estos aspectos.
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Dindmica poblacional de rotiferos en un embalse meso-eutrofico

En resumen, en este capitulo se muestra que en el embalse de Iznajar la
distribucion vertical de los valores de fecundidad de Keratella podria estar
regulada no solo por la disponibilidad de alimento, sino que también podria estar
controlada por depredadores invertebrados. Ademas, se ha observado que la
depredacién por copépodos parece reducir la fecundidad de Keratella pero no la
densidad de dicho rotifero, al menos de forma aparente. Esto sugiere que los
copépodos podrian tender a consumir los huevos de Keratella y no a las propias
hembras que transportan estos huevos. La competencia y/o interferencia por
grandes cladoceros parece no tener importancia sobre la distribucion vertical de
la fecundidad de Keratella en este embalse. Los estudios experimentales
realizados en los siguientes capitulos con organismos aislados del embalse de
Iznajar permitirdn corroborar o matizar todas las observaciones obtenidas en el

campo.
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3

Influencia de la cantidad de alimento sobre el

crecimiento poblacional de Keratella cochlearis

INTRODUCCION

Las respuestas numéricas de rotiferos en cultivos de laboratorio generalmente
se caracterizan por un aumento curvilineo con la concentracion de alimento que
se aproxima asintéticamente a una taxa maxima de crecimiento poblacional. Este
tipo de relacion es similar a una respuesta funcional ecoldgica de tipo II de Holling
(HoLLING, 1959). MoNoD (1950) aplicé una funcion idéntica para describir el
crecimiento bacteriano sobre un sustrato. Se ha puesto de manifiesto que
diferentes funciones matematicas, que relacionan el consumo con la
concentracion de alimento en ecologia, tienen una expresion equivalente a la que
describe el crecimiento bacteriano. En este sentido, el crecimiento de las
poblaciones de rotiferos en cultivos se ha descrito utilizando una forma
modificada de la funcion de Monod antes mencionada, introduciendo el parametro
de concentracion umbral (RoTHHAUPT, 1990b, 1993). Esta concentracion de
alimento umbral, definida como la concentracion de alimento en la que la tasa de
crecimiento neto de una poblacion es cero, es un parametro de crecimiento
poblacional fundamental ya puede tener grandes implicaciones ecoldgicas sobre el
resultado de la competencia entre especies que explotan recursos comunes, y en
consecuencia, sobre la estructura de las comunidades zooplancténicas (LAMPERT
& SCHOBER, 1980; STEMBERGER & GILBERT, 1985; STELZER, 1998; CIROS-PEREZ
et &l., 2001).
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En rotiferos, el primer estudio comparativo sobre la relacién entre la
concentracion de alimento umbral y el tamafio del cuerpo de estos organismos
fue realizado por STEMBERGER & GILBERT (1985). Estos autores determinaron que
el nivel de alimento umbral variaba por un factor de 17 entre ocho especies de
rotiferos estudiadas, y observaron que existia una relacidon positiva entre la
concentracion de alimento umbral y la masa del cuerpo de los rotiferos, en
contraposicién con la relacion negativa que se predice de acuerdo con las
asunciones de la “hipétesis del tamafio-eficiencia” (BROOKS & DODSON, 1965;
HALL et &/. 1976; THRELKED, 1976; GERRITSEN, 1984). Una de las principales
asunciones de esta hipotesis es que la ganancia de energia neta, es decir, la
diferencia entre ingestion de energia y metabolismo, aumenta de forma
desproporcionada al aumentar el tamafio del cuerpo. En consecuencia, las
especies mas grandes deberian tener una ventaja competitiva sobre las mas
pequefas y deberian dominar cuando los recursos alimenticios son escasos,
siempre y cuando no estuviesen sometidas a una depredacion selectiva. Este
argumento se ha usado en muchas ocasiones para explicar porqué los rotiferos y
pequefios cladoceros dominan las comunidades zooplancténicas cuando los
grandes herbivoros como Daphnia son depredados selectivamente por peces.
STEMBERGER & GILBERT (1987b) mostraron evidencias de que esta relacion
positiva entre la concentracion de alimento umbral y la masa del cuerpo en
rotiferos podria ser explicada por una menor velocidad de natacion especifica de
la masa (distancia desplazada por unidad de tiempo y por unidad de masa) al
aumentar el tamafio del cuerpo de estos organismos. En consecuencia, las
especies de rotiferos mas pequefias deberian tener, por unidad de masa, tasas
maximas de aclaramiento mds altas, y por tanto, mayores tasas de ingestion de
energia que las especies de rotiferos mas grandes, de manera que la ganancia de
energia neta decrece al aumentar el tamafio del cuerpo de estos organismos a

bajas concentraciones de alimento.

En el estudio de STEMBERGER & GILBERT (1985) Keratella cochlearis se
caracteriz6 por presentar el nivel de alimento umbral mas bajo de las ocho
especies de rotiferos estudiadas (0.06 pg peso seco ml™* de Rhodomonas minuta).
Sin embargo, los niveles umbrales no son constantes especificas de especie y
pueden cambiar a lo largo de varios gradientes ambientales. Por ejemplo,
ROTHHAUPT (1990a, 1990b) encontrdé que la eficiencia de alimentaciéon de

especies de Brachionus depende del tamafio de particula, y en consecuencia los
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Influencia de la cantidad de alimento sobre K. cochlearis

umbrales varian con el tamafio del alimento. Ademds, la diferente calidad
nutricional entre taxones algales afecta a la tasa de crecimiento poblacional de los
rotiferos (STEMBERGER & GILBERT ,1985; ROTHHAUPT, 1990b, 1990c; CIROS
PEREZ et 4/., 2001). También se ha visto que la presencia de material arcilloso, la
temperatura, y diferencias entre clones de la misma especie pueden determinar
cambios en las tasas de crecimiento de rotiferos, y por tanto en las
concentraciones de alimento umbral (véase p. €j. KIRK & GILBERT, 1990; STELZER,
1998).

Se ha descrito que Keratella cochlearis es una especie generalista pudiendo
ingerir eficientemente bacterias, detritus y pequefias algas no flageladas (GILBERT
& BOGDAN, 1981, 1984). Sin embargo, varios estudios han mostrado que las
algas flageladas, especialmente Cryptomonas y Rhodomonas, parecen ser de
mayor calidad para el crecimiento de esta especie de rotifero (PourrioT, 1963,
1977, LINDSTROM & PEJLER, 1975; PEJLER, 1977; STEMBERGER, 1981;
STEMBERGER & GILBERT, 1985; MERRIMAN & KIRK, 2000). De hecho, en sistemas
naturales se han observado correlaciones positivas entre la natalidad de
poblaciones de Keratella cochlearis y la abundancia de varias especies de
criptoficeas y crisoficeas (EDMONSON, 1965; ZIMMERMANN, 1974). POURRIOT
(1963) observé como K. cochlearis capturaba células de Cryptomonas cogiéndolas
por el flagelo, sugiriendo que este organelo podria facilitar la captura de estas

células, y permitir a Keratella ingerir grandes Cryptomonas.

El objetivo de este capitulo es analizar la influencia de la cantidad de alimento
(Cryptomonas sp.) sobre el crecimiento poblacional de un clon de Keratella
cochlearis, utilizado en todos los experimentos de laboratorio que aborda esta
Tesis, con el fin de estimar los siguientes parametros de crecimiento poblacional:
concentraciéon de alimento umbral (Cp) y tasa maxima de crecimiento poblacional

(rmax)- Rotifero y alga fueron aislados del mismo sistema (embalse de Iznajar).
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de Cryptomonas

La criptoficea Cryptomonas sp. (777 pum3; 16 uym X 9.5 pum), aislada del
embalse de Iznajar, se cultivdo en continuo con medio Z8 estandar (SKULBERG &
SKULBERG, 1990), y ha sido utilizada como fuente de alimento para Keratella

cochlearis en todas las experiencias de laboratorio que aborda esta Tesis.

El cultivo de Cryptomonas (Figura 3.1.) se mantuvo en una habitacién aislada
a 18 + 0.5°9C, con una radiacién fotosintéticamente activa de ~90 pE m?s™, y
con un ciclo luz:oscuridad de 14:10 h. Para homogenizar la entrada de medio de
cultivo fresco, el cultivo se agitaba con un agitador magnético (Heidolph MR
3000) a 100 rpm, durante 15 min, cada 6 horas. No se podia someter a una
agitacion continua ya que observaciones preliminares mostraron que una
agitacion constante no era favorable para el crecimiento de esta cepa de
Cryptomonas. OuJaLA (1993) observé también que algunas especies de
Cryptomonas no pueden crecer bien bajo una agitacion continua. La aireacién del

cultivo era por tanto superficial, sin crear burbujeo.

El cultivo de Cryptomonas era unialgal pero no axénico. Se ha descrito que las
especies de criptoficeas no toleran los antibidticos (p. ej. estreptomicinsulfato,
penicilina G, cloranfenicol, kanamicinsulfato, gentamicina), incluso durante
periodos cortos, en concentraciones que son toxicas para las bacterias (GUILLARD,
1973; HosHAW & Rosowski, 1973; LINDL & BAUER, 1994). Asi pues, para
concentrar las células de Cryptomonas, y poder reducir a su vez la biomasa de
bacterias, se aprovechd el comportamiento fototactico positivo observado en el
cultivo, pues estas células algales no sobrevivian después de centrifugar (12 000
x g durante 5 min.). La fototaxis es caracteristica en algunas especies de agua
dulce de algas flageladas como Cryptomonas (RHIEL et &l., 1988a, 1988b).
Después de cosechar del cultivo en botes estériles, éstos se dejaban en reposo
con una fuente de luz préoxima, de tal forma que después de 1-2 h se podia
observar una mancha oscura bien diferenciada, donde las células de Cryptomonas
se habian concentrado. Las células concentradas de manera natural se cogian con

una pipeta estéril, y posteriormente se diluian en agua mineral.
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Figura 3.1. Cultivo continuo de Cryptomonas sp. en medio Z8 estandar en su primer dia de
funcionamiento. A la izquierda se muestra un detalle de la densidad celular alcanzada en fase

estacionaria (~100 000 cel ml™). Sala de cultivos del Instituto del Agua (Universidad de Granada).
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El contenido en carbono de las células de Cryptomonas se estimd con un
analizador elemental (2400 CHN, Perkin Elmer). Para ello, se filtr6 un volumen
con una densidad celular conocida sobre filtros de fibra de vidrio (Wathman GF/C)
precombustionados (2 h a 550°C). El analisis se llevo a cabo por duplicado y los
filtros se almacenaron a -20°C hasta su analisis. El contenido en carbono de las
células de Cryptomonas cultivadas en continuo con medio Z8 estandar fue de 261

+ 22 (desviacion estandar) pg C cel™.

También se estimé directamente el peso seco de Cryptomonas filtrando un
volumen de cultivo, con densidad celular conocida, sobre filtros de fibra de vidrio
(Wathman GF/C) previamente lavados con agua Milli-Q, secados en una estufa a
60°C durante 24 horas y pesados con una microbalanza (METTLER UMT2).
Después de la filtracion, los filtros se secaron de nuevo a 60°C durante 24 horas,
y el peso seco se estim6 como la diferencia entre ambas pesadas. Se hicieron 5

réplicas.

Cultivo de Keratella cochlearis

Keratella cochlearis (con espina posterior) se aislo del embalse de Iznajar en
1997 y se establecio un clon a partir de una sola hembra partenogenética. La
longitud media del cuerpo de K. cochlearis en los cultivos era 105 + 3.63
(desviacion estédndar) um, y la longitud media de la espina posterior 48.5 + 5.93
pum. Los cultivos stock de Keratella se mantenian en frascos de cristal con 500 ml
de agua mineral, en una cdmara con temperatura controlada (memmert ICP 400-
800) a 20 = 0.5 °C, con una radiacién de ~20 pE m™? s, y con un ciclo
luz:oscuridad de 14:10 h. Keratella se alimentaba rutinariamente con
Cryptomonas (~0.2 mg C L™; ~700-800 cel ml!) cada 1-2 dias, y el medio se

renovaba parcialmente (~25%) cada semana.

Respuesta numérica de K. cochlearis

Se estudi6 la tasa de crecimiento de una poblacion de Keratella cochlearis a 6
concentraciones de alimento: 0.026, 0.157, 0.261, 0.522, 1.044 y 2.088 mg C L™}
del alga Cryptomonas sp. (equivalente a 100, 600, 1000, 2000, 4000 y 8000

cel mI'). La densidad celular de Cryptomonas se estimaba, después de cosechar
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Influencia de la cantidad de alimento sobre K. cochlearis

del cultivo continuo, sedimentando una alicuota de 100-500 pl en una camara
Uthermohl. Las células se fijaban con una gota de lugol acético y se afiadia agua
destilada para completar el volumen de la camara (-3 ml). Después de
sedimentar durante 30 minutos (tiempo suficiente para que sedimentaran todas
las células), se hacia el recuento de 25-30 campos, elegidos al azar recorriendo
toda la superficie de la cadmara. Para ello se utilizé un microscopio invertido (Leitz,
Fluovert FU) a 200 aumentos. La abundancia celular siempre se estimaba por
duplicado para poder obtener una abundancia media. En el caso de que la
desviacion tipica de los dos conteos fuese superior al 10% de la media, se
procedia a un tercer conteo para conseguir una mayor precisién en la estima. El

calculo de la abundancia celular se obtuvo a partir de la siguiente expresion:

n° células . Sup.cémara>< 1

celmi™t = TEEIES
n® campos Sup.campo \

donde Sup. es superficie (mm?) y V es el volumen de muestra sedimentada (ml).

La densidad inicial de rotiferos en el experimento fue de 5 individuos sin huevo
en 5 ml de agua mineral con Cryptomonas. Los individuos procedian del cultivo
stock mantenido en el laboratorio en las condiciones sefialadas anteriormente. Se
hicieron 4 réplicas para cada concentracién de alimento. Los animales fueron
incubados en microplacas de poliestireno (IWAKI) estériles de 12 pocillos, en una
camara de cultivo (memmert ICP 400-800) a 20 + 0.5°C y con un fotoperiodo de
14:10 h (luz:oscuridad). Cada 24 horas se contaban todos los individuos usando
una lupa estereoscopica y se transferian con una pipeta Pasteur estéril a otros
pocillos con medio fresco, previamente lavados con agua destilada y esterilizados
con radiacién ultravioleta en una campana de flujo laminar. Cuando se
determinan respuestas numéricas de rotiferos en el laboratorio, es importante
transferir a los animales regularmente a suspensiones frescas de alimento para
que éstos reciban una fuente de alimento cualitativa y cuantitativamente
constante (ROTHHAUPT, 1993). Ademas, la densidad de individuos no debe
alcanzar valores muy altos para prevenir una reduccion de la concentracién de
alimento por el consumo de los animales (ROTHHAUPT, 1993). Por esta razoén, la
duracion del experimento fue de 7 dias, momento en que se alcanzaron
densidades de 15-17 individuos en 0.026 mg C L, y de 30-47 individuos en

concentraciones superiores a 0.157 mg C L.
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Para calcular la tasa de crecimiento instantdnea de la poblacion de K.
cochlearis se sigui6 la metodologia propuesta por STEMBERGER & GILBERT (1985).
Para ello se hicieron regresiones simples, entre los valores del Ln (N¢/N,) y el
tiempo, donde N, era la densidad inicial de rotiferos y N; la densidad de la
poblacion en el dia t. La pendiente de la linea de regresion era la tasa de
crecimiento instantanea de la poblacion por dia, r. La densidad inicial considerada
fue la que habia en cada pocillo experimental 4 dias después de comenzar el
experimento, ya que era un periodo de tiempo razonable para que los rotiferos se
adaptaran a las condiciones de alimento experimentales (STEMBERGER & GILBERT,

1985; ROTHHAUPT & LAMPERT, 1992).

Los valores de r, para cada concentracion de alimento, se ajustaron al modelo
de Monod modificado (ROTHHAUPT, 1990b, 1993) mediante una regresién minimo
cuadratica no lineal usando el programa STATISTICA (StatSoft):

r=r X 4(:_(:0
L C-Cp +Ks

donde r= tasa intrinseca de crecimiento poblacional; r,.,= tasa maxima de
crecimiento poblacional; C= concentracion de alimento; Cy= concentracion de

alimento en la que r es cero (concentracion umbral); Ks= constante de Monod.

Se analiz6 estadisticamente si la respuesta numérica de K. cochlearis se
ajustaba significativamente mejor al modelo de Monod modificado (con 3
parametros estimados: rmax, Co Y Ko) que al modelo de Monod (con soblo 2
parametros estimados: rma.y Y Ks). Para ello se utilizdé una prueba F (véase capitulo
9 de McCaLLuMm, 2000). Esta prueba consiste en calcular la suma de los
cuadrados de los residuales de los dos modelos y, mediante una razon F se
evalla si el modelo de Monod modificado ajusta mejor los datos observados que
el modelo de Monod. La razén F se calcula con la siguiente expresion
(McCALLumMm, 2000):

. SSP/({f-p)
- SSEc, /(n-f)

donde SSEc, es la suma de los cuadrados de los residuales del modelo de Monod

modificado, SSP es la diferencia entre la suma de los cuadrados de los residuales
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Influencia de la cantidad de alimento sobre K. cochlearis

del modelo de Monod menos SSEc, f es el nimero de parametros en el modelo

completo (modelo de Monod modificado), p es el nimero de parametros en el

modelo parcial (modelo de Monod), y n es el nimero de casos.

El cultivo de Cryptomonas no era axénico y como K. cochlearis puede ingerir
bacterias (GILBERT & BOGDAN, 1984), se controld la abundancia y biomasa de
bacterias desde el comienzo hasta el final del experimento en las soluciones de
Cryptomonas a partir de las cuales se preparaban los tratamientos
experimentales. La abundancia de bacterias fue estimada por contaje directo
utilizando un microscopio de epifluorescencia (Leitz, Fluovert FS) siguiendo el
protocolo propuesto por PORTER & FEIG (1980). Se contaron un minimo de 400
células por muestra eligiendo campos al azar y la abundancia celular se obtuvo a

partir de la siguiente expresiéon (JONES, 1979):

Y xA
n=
axV
donde n= n° de células por ml; Y= n° medio de células por reticula; A= area de

filtracion (mm?); a= &rea de la reticula (mm?); V= volumen de muestra filtrado
(ml).

Las células bacterianas tenian forma de bacilo con un volumen medio de 0.025
pm?. El biovolumen bacteriano se obtuvo a partir fotografias realizadas con un
microscopio electronico de transmision (Zeiss Electron Microscope EM902) a
12 000 aumentos. Se escanearon las fotografias de las bacterias y de la rejilla de
calibracién y, con un programa de andlisis de imagen (Corel Photo-Paint), se
midio el ancho y largo de 29 células. El biovolumen bacteriano se calculd
aproximando la forma de las células bacterianas a un elipsoide a partir de la

expresion:
Biovolumen (pm3) W2 xL xg
donde W es la anchura (um) y L la longitud (um) de la célula.

La biomasa bacteriana (fg C cel™) se estimé a partir del biovolumen segtn la

expresion de NORLAND (1993):
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C (fgcel'ly =120xVv0-72

donde V es el volumen celular (um? cel™?).

RESULTADOS

La respuesta numérica de K. cochlearis se ajusté a la ecuacion modificada de
Monod explicando un 83% de la varianza. La curva de crecimiento observada se
caracteriz6 por un aumento curvilineo con la concentracién de alimento,

alcanzando asintdticamente una rmax de 0.39 ind d™! (Figura 3.2.).

0.5 A

0.2 1

r (ind/dia)

041 9

0.0

00 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8 2.0 22
Concentracién de alimento (mg C/L)

Figura 3.2. Tasa de crecimiento poblacional de K. cochlearis (r) vs.
concentracion de alimento (mg C L™ de Cryptomonas). La curva corresponde a
un ajuste minimo cuadratico a la ecuacion de Monod modificada (ROTHHAUPT,
1990b, 1993).

La tasa de crecimiento de la poblacion de Keratella mostré una respuesta muy
réapida a pequefos cambios en la concentracién de alimento. El nivel de alimento
umbral (Cp) estimado para este clon de K. cochlearis alimentada con esta cepa de
Cryptomonas resultd ser muy bajo (0.018 mg C L*, véase Tabla 3.1). El peso
seco estimado de las células de Cryptomonas fue 3.13:-10* + 1.70-107°
(desviacion estandar) ug cel?, de forma que la concentracién de alimento umbral

expresada en términos de peso seco algal seria 0.022 pg ml™t.
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Tabla 3.1. Tasa maxima de crecimiento poblacional (rmax), concentracién minima de alimento para un crecimiento poblacional igual a cero (Co), y constante de
Monod (Ks) estimados mediante la ecuacién de Monod modificada (ROTHHAUPT, 1990b, 1993) y el modelo de MoNoD (1950) para la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional de K. cochlearis vs. la concentracién de alimento (n=24). Se muestran los valores medios estimados (% error estdndar) por regresién minimo cuadratica
a los modelos. Los dos modelos se comparan mediante una prueba F (McCALLUM, 2000; véase material y métodos).

Modelo I Cs Ks SSE g.l. SSP E p
(ind d1) (mgcCL?) (mgCL?)
Monod 0.41 £ 0.02 0 0.045 + 0.011 0.0525 22 0.0081 3.83 0.06

MonNoD (1950)

Monod modificado 0.39'% 0.02 0.018 £+ 0.004 0.018 + 0.011 0.0444
ROTHHAUPT (1990b, 1993)

g.l.: grados de libertad.
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Una prueba F (McCALLUM, 2000) indico que el modelo de Monod modificado
ajustaba ligeramente mejor los datos observados que el modelo de Monod (Tabla
3.4.)-

La biomasa bacteriana maxima en las soluciones de Cryptomonas, a partir de
las cuales se preparaban las diferentes concentraciones de alimento usadas en

este experimento, fue 11 207 pg C ml?, inferior al 1% de la biomasa algal.

La suma de los parametros Cy y K¢ del modelo de Monod modificado es igual a
la constante de Michaelis-Menten (concentracion de alimento en la cual r=rya/2).
Este valor fue 0.036 mg C L™ (Tabla 3.1.).

DISCUSION

El modelo de Monod describe adecuadamente el efecto de la cantidad de
alimento sobre la tasa de crecimiento poblacional de Keratella cochlearis. En
cualquier caso, conviene tener presente que la funcién de Monod es solamente
util cuando se estudia el crecimiento de una sola especie sobre una Unica fuente
de alimento dentro de un medio estable (JosT, 2000). Ademas, sélo es posible si
a altas concentraciones de alimento no existe ningun tipo de toxicidad (KoT,
2001).

La respuesta numérica observada de este clon de K. cochlearis indica que el
alimento usado en este estudio es de alta calidad nutricional para el rotifero. La
rmax alcanzada (0.39 ind d!) es superior a la observada por KIRK & GILBERT
(1990) cuando alimentaron a K. cochlearis con Cryptomonas sp. (-0.30 ind d!).
Por otro lado, STEMBERGER & GILBERT (1985) estimaron una rg,.x para K.
cochlearis de 0.28 ind d' cuando el rotifero se alimentaba con la criptoficea
Rhodomonas minuta. Con esta especie algal la tasa de crecimiento de K.
cochlearis se inhibia a concentraciones superiores a 0.5 ug peso seco mi?. Sin
embargo, en el presente estudio a esta misma concentracion de alimento
(equivalente a 1572 cel mlI?; 0.41 mg C L), segin la ecuacion de Monod
modificada, se estima una tasa de crecimiento de K. cochlearis de 0.37 ind d?,
proxima a la rnh. alcanzada, y no se observd una inhibicion de la tasa de

crecimiento de Keratella a concentraciones elevadas de Cryptomonas (Figura
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3.2). STEMBERGER & GILBERT (1985) concluyeron que las células de Rhodomonas
minuta podrian contener una endotoxina, que afectaba diferencialmente a las
especies de rotiferos estudiadas. WALz (1993) estimo una rn.. para K. cochlearis
de 0.36 ind d?, y EDMONSON (1965) y ZIMMERMAN (1974) indicaron que los
valores maximos de la tasa de crecimiento alcanzados por poblaciones naturales
de K. cochlearis estaban en el rango de 0.35-0.40 ind d!.

El nivel de alimento umbral (C,;) estimado para este clon de K. cochlearis
alimentada con esta cepa de Cryptomonas (0.018 mg C L, 0.022 Ug peso seco
ml?) resultd ser inferior al estimado por KIRK & GILBERT (1990) cuando
alimentaron a K. cochlearis con Cryptomonas sp. (0.05 pg peso seco ml™t). En el
presente estudio, a una concentracion de alimento de 0.026 mg C L*
(equivalente a 0.03 pg peso seco ml™t de Cryptomonas) se obtuvo una tasa de
crecimiento media positiva de 0.12 ind d™. Por otro lado, el nivel de alimento
umbral estimado en el presente estudio fue tres veces inferior al estimado por
STEMBERGER & GILBERT (1985) cuando alimentaron a esta especie de rotifero con
Rhodomonas minuta (0.06 ug peso seco mlt). La diferencia entre el nivel de
alimento umbral de K. cochlearis estimado en este estudio con los estimados por
estos autores podria atribuirse a diferencias especificas de los clones de K.
cochlearis y a una mejor calidad nutricional de la cepa de Cryptomonas usada.
STEMBERGER & GILBERT (1985) sefialaron que el nivel de alimento umbral de los
rotiferos podria aumentar, y la forma de la curva de crecimiento podria cambiar,
si el alimento fuese de peor calidad nutricional. En varias especies de Brachionus
se ha determinado que la concentracién de alimento umbral no es una constante
especifica de la especie, pues dependiendo del tamafio y de la calidad nutricional
de los diferentes taxones algales usados como alimento, el nivel umbral puede
variar (ROTHHAUPT, 1990b; CIROS-PEREZ et 4/., 2001). En claddceros, también se
ha mostrado que la composicién elemental del alimento puede influir de manera
importante sobre la concentraciéon de alimento umbral a nivel individual de estos

organismos (BOERSMA & KREUTZER, 2002).

La temperatura es también un factor que puede influir en las respuestas
numéricas y en las concentraciones umbrales de los rotiferos (véase p. ej.
STELZER, 1998). En este estudio la temperatura fue de 20°C, similar a la usada

por STEMBERGER & GILBERT (1985) y KIRK & GILBERT (1990).
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El contenido en carbono celular de la cepa de Cryptomonas usada en este
estudio (261 pg C cel™®) es consistente con otras estimas directas de carbono para
Cryptomonas. Este valor estd dentro del amplio rango de variacion (171-2197
pg C cel!) publicado por RocHA & DUNCAN (1985) para varias especies de
Cryptomonas. STELZER (1998) estimo un contenido en carbono para Cryptomonas

erosa de 219 pg C cel™.

La contaminacién bacteriana no habria contribuido de manera significativa a la
nutricién de Keratella, ya que la biomasa bacteriana maxima estimada en los
tratamientos fue inferior al 1% de la biomasa algal. Este porcentaje supone una
biomasa bacteriana maxima de 26-10™ mg C L en el tratamiento de mds baja
concentracién de alimento. Kirk (1997) consider6 como despreciable para la
nutricion del rotifero Brachionus calyciflorus una biomasa bacteriana de un 2% de
su concentracion de alimento umbral, en un experimento en que el rotifero era

sometido a condiciones de ayuno.

La pendiente de la curva de crecimiento de K. cochlearis a bajas
concentraciones de alimento fue muy pronunciada, indicando que Keratella
mostré una respuesta muy rapida a pequefios cambios en la concentracion de
alimento. Este comportamiento, junto con su relativamente baja rmay, Y Ssu bajo
nivel umbral, sugiere que K. cochlearis es una especie estratega-k. Estudios
anteriores ya han mostrado que K. cochlearis es, en efecto, una especie
estratega-K, con largos tiempos de generacion y bajas concentraciones de
alimento umbral (WALz, 1987; CONDE-PORCUNA et al., 1994). De este modo, K.
cochlearis puede mantener su poblacién con tasas de nacimiento Yy
concentraciones de alimento mas bajas que las de las especies de rotiferos

estrategas-r.

Este clon de K. cochlearis, aislado del embalse de Iznajar, ha sido usado en
todas las experiencias de laboratorio de esta Tesis, y se ha mantenido durante 5
afios en un estado éptimo. El éxito obtenido con los cultivos de K. cochlearis
puede ser debido, ademas de la alta calidad nutricional de las criptoficeas para los
cultivos de rotiferos (PourrioT, 1963, 1977; LINDSTROM & PEJLER, 1975;
PEJLER, 1977; STEMBERGER, 1981; STEMBERGER & GILBERT, 1985; MERRIMAN &
KIRK, 2000), al hecho de que rotifero y alga hayan sido aislados del mismo

sistema (STEMBERGER, 1981).
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Influencia de la cantidad de alimento sobre K. cochlearis

En conclusion, los resultados obtenidos en este capitulo muestran que la
especie algal elegida como alimento para K. cochlearis es de alta calidad
nutricional. Este estudio permitié conocer el nivel de alimento umbral para este
rotifero con el fin de disefiar posteriores estudios experimentales (capitulos 4, 5y
6).
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4

Calidad del alimento para un rotifero planctonico:
consecuencias de la limitacion de nutrientes sobre

su historia de vida y resistencia al ayuno

INTRODUCCION

En los sistemas acuaticos y terrestres, el nitrogeno (N) y el fosforo (P) pueden
encontrarse en concentraciones mas bajas en los vegetales que en los herbivoros
(SKINNER & COHEN, 1994; STERNER & HESSEN, 1994; AYRES et 4l., 2000), y en
consecuencia, los nutrientes de la dieta pueden limitar el crecimiento y la
reproduccion de estos organismos (MATTSON, 1980). Los organismos herbivoros
pueden resolver el problema del bajo contenido en nutrientes de la dieta mediante
estrategias que les permiten adquirir nutrientes. AYREs et al. (2000) desarrollaron
un modelo en ecosistemas terrestres para insectos herbivoros en el que posibles
combinaciones de diferentes aspectos nutricionales y fisioldgicos pueden permitir
que los insectos herbivoros se desarrollen con éxito cuando sus dietas son pobres en
nutrientes. PLATH & BOERSMA (2001), para organismos acuaticos, desarrollaron
también un modelo que predice que la actividad de alimentacion de Daphnia
aumenta al disminuir la calidad del alimento (aumento en la razéon carbono:P [C:P]
de las algas). Este fue el primer estudio que, modificando exclusivamente el
contenido en fosforo de las algas, analizo el efecto de diferentes razones C:P en el

seston sobre el crecimiento de Daphnia.
Al igual que las plantas superiores, las algas tienen razones C:P y C:N

relativamente altas y, bajo limitacion de N o P, la razén C:N:P del fitoplancton varia

considerablemente (GoLDMAN et al., 1979; MoAL et al., 1987). Numerosos estudios
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experimentales han mostrado que la limitacion de nitrogeno, y particularmente la
limitacion de fosforo, reduce la calidad de las algas como alimento para el
zooplancton (GROEGER et al., 1991; MiTCHELL et al., 1992; SOMMER, 1992;
STERNER et 4l., 1993; ROTHHAUPT, 1995; LURLING & VAN DONK, 1997; WEERS &
GuLATI, 1997b; DEMOTT, 1998; DEMOTT et 4l., 1998; ScHULZ & STERNER, 1999;
BOERSMA, 2000; CONDE-PORCUNA, 2000; DEMOTT et al., 2001; PLATH & BOERSMA,
2001; BOERSMA & KREUTZER, 2002; VILLAR-ARGAIZ & STERNER, 2002). En todos estos
estudios experimentales se han utilizado medios limitados en N o en P para alterar
las razones estequiométricas de C:N:P de las algas, y aprovechar esta caracteristica
para producir alimento de diferente calidad para el zooplancton. Pero la mayoria de
estos estudios se han centrado principalmente en crustaceos (normalmente Daphnia)
alimentédndose sobre algas verdes (fundamentalmente Scenedesmus). La
extrapolacion de estos resultados a las condiciones naturales es bastante limitada ya
que las poblaciones zooplancténicas naturales estan constituidas por una gran
variedad de organismos, crustaceos y otros que no son crustaceos, que se alimentan
de una comunidad algal constituida frecuentemente por una gran variedad de grupos
taxondmicos. Sin embargo, sélo algunos estudios experimentales han analizado los
efectos de la limitacion de nutrientes para algunas especies de rotiferos
(ROTHHAUPT, 1995; CONDE-PORCUNA, 2000) y también son escasos los estudios
sobre calidad nutricional del zooplancton que han utilizado otras especies algales
diferentes a las algas verdes (LURLING & VAN DONK, 1997; BOERSMA, 2000). No hay
ninguna razén a priori para asumir que Scenedesmus, una especie algal
relativamente poco frecuente en la naturaleza en términos de porcentaje de biomasa
de una comunidad, sea lo suficientemente representativa de otros taxones algales de
los que se alimenta el zooplancton en los lagos naturales (BReTT et 4/., 2000). Las
criptoficeas tienen mayor calidad nutricional que las algas verdes (AHLGREN et &l.,
1990; BRETT et 4/., 2000) y, recientemente, se ha puesto de manifiesto que la
composicion taxondémica del fitoplancton en los sistemas naturales puede ser un
factor importante cuando se estudia la limitacion de nutrientes sobre las poblaciones
del zooplancton (BRETT et &/., 2000). En consecuencia, se necesitan mas estudios
que analicen cdmo la disponibilidad de nutrientes afecta a la composicidén elemental
de otras especies algales diferentes a las algas verdes y como su calidad nutricional

afecta al crecimiento de diferentes grupos zooplanctonicos.

Algunos estudios han mostrado que los rotiferos son mas susceptibles que

Daphnia o los copépodos a la limitacion de nutrientes, especialmente a la limitacion
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de fosforo (MORALES-BAQUERO & CONDE-PORCUNA, 2000; CONDE-PORCUNA et 4l.,
2002). CONDE-PORCUNA et al. (2002) observaron en un embalse que la abundancia
de algunas especies de rotiferos no se correlacionaba con la disponibilidad de
alimento pero si mostraba una fuerte dependencia con la disponibilidad de fésforo.
La diferente susceptibilidad de las especies del zooplancton a la limitacion de
nutrientes puede ser importante para explicar la dindmica de estos organismos en
situaciones naturales. ROTHHAUPT (1995) y CONDE-PORCUNA (2000) han sefalado
que la limitacion de P reduce significativamente las tasas de crecimiento de los
rotiferos Brachionus y Anuraeopsis. ROTHHAUPT (1995) también mostré que
Brachionus alcanzaba tasas de crecimiento similares a bajas y a moderadas
concentraciones de alimento cuando se alimentaba con Scenedesmus limitadoen Ny
Scenedesmus no limitado en nutrientes, pero su tasa de crecimiento maxima era
significativamente reducida a altas concentraciones de alimento con Scenedesmus
limitado por N. Sin embargo, no se han realizado estudios que analicen como afectan

las algas limitadas en nutrientes a los parametros de historia de vida en rotiferos.

Por otra parte, la resistencia al ayuno es una medida de la habilidad de una
especie para persistir cuando la ingestion de energia es menor que el gasto de la
misma (KIrRk, 1997). La resistencia al ayuno también refleja la habilidad de una
especie para almacenar energia y controlar su distribucion durante periodos de
extrema limitacion de recursos. Los estudios que han considerado la habilidad de los
rotiferos como organismos especialistas de almacenamiento, y su habilidad para
resistir durante periodos de ayuno son bastantes escasos (KIRK, 1997; KIRk et al.,
1999; YOSHINAGA et al., 2000). Ademas de esto, aun no se ha investigado la
resistencia al ayuno en rotiferos cuando estos se alimentan sobre algas de diferente
calidad nutricional. Este tipo de estudios si se han realizado con Daphnia. GROEGER
et al. (1991) observaron que Daphnia alimentada con Scenedesmus limitado en N
destinaba mas lipidos a sus huevos que cuando se alimentaba con Scenedesmus no
limitado por N y, en consecuencia, su descendencia podia sobrevivir durante mas
tiempo en condiciones de ayuno gracias a estas reservas de energia. Recientemente,
CONDE-PORCUNA (2000) ha observado que Anuraeopsis es menos susceptible a la
competencia explotativa por Daphnia cuando se alimenta con Scenedesmus limitado
en N, sugiriendo que los rotiferos que se alimentan sobre algas limitadas en N
podrian también ser menos susceptibles al ayuno. Sin embargo, este aspecto

necesita ser estudiado con mayor profundidad en rotiferos.
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Los objetivos de este capitulo fueron dos: primero, analizar como la disponibilidad
de nutrientes (nitrégeno y fosforo) afecta al crecimiento y composicion elemental del
alga flagelada Cryptomonas sp., y como su diferente calidad nutricional influye sobre
diferentes parametros de historia de vida del rotifero K. cochlearis, a baja y alta
concentracion de alimento; y segundo, comprobar la hipétesis de que los individuos
de Keratella sobreviviran durante mas tiempo en condiciones de ayuno cuando se

alimenten con algas cultivadas en un medio limitado en N.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos de Cryptomonas sp.

Para realizar este estudio Cryptomonas sp. se cultivé en varios cultivos estancos
utilizando tres tipos de medio de crecimiento algal (Tabla 4.1.) modificados a partir
del medio Z8 estandar (SKULBERG & SKULBERG, 1990). El contenido en nitrogeno,
como NaNO; y Ca(NOs), - 4H,0, y en fosforo, como K,HPO,, se ajustaron para
producir un medio limitadoen N (120 pM N : 40 uM P; N:P=3), un medio limitado en
P (640 pM N : 6.4 pM P; N:P=100), y un medio sin limitacion de nutrientes (640 uM
N : 40 pM P; N:P=16). En principio podria esperarse que las algas cultivadas en
estas razones y concentraciones absolutas de N y P limitaran el crecimiento de los
rotiferos (véase p. ej. CONDE-PORCUNA, 2000). Ademads, en un estudio previo
LURLING & VAN DONK (1997) obtuvieron células de la criptoficea Cryptomonas
pyrenoidifera limitadas en nutrientes utilizando concentraciones de P similares a las

usadas en el presente estudio.

Todos los cultivos experimentales contenian 800 ml de medio de cultivo. Se
realizaron dos réplicas para cada razon N:P y cada una de ellas se inoculé con
células de Cryptomonas procedentes del cultivo continuo (capitulo 3) para obtener
una densidad inicial de ~1000 cel mI™. Los cultivos estancos se mantuvieron a 18 +
0.5°C, con una intensidad de luz de 23 £ 7 pE m?2s™, y con un fotoperiodo de 14:10
h (luz:oscuridad). Todos los cultivos se airearon, sin producir burbujeo, con aire
filtrado por 0.22 pm (Figura 4.1.).
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Tabla 4.1. Composicion de los medios de crecimiento algal (modificados desde SKULBERG &
SKULBERG, 1990).

Compuesto Concentracion final en el medio
(mg L)

MgS0, - 7H,0 8.325
Na,COs3 10.5
FeCl; - 6H,0 2.8
EDTA-Na, 3.705

Elementos traza
Na,WO, - 2H,0 0.0033
(NH4)5M07024 ¥ 4H20 0.0088
KBr 0.0120
KI 0.0083
ZnS0,4 - 7 H,0 0.0287
Cd(NOs); - 4H,0 0.0155
Co(NO3); - 6H,0 0.0146
CuSO0, - 5H,0 0.0125
NiSO4(NH,4),S0,4 - 6H,0 0.0198
Cr(NOs3)s - 9H,0 0.0041
V,0s 0.0009
Al(S04)3K,S0,4 - 24H,0 0.0474
H5BO3 0.1550
MgSO0, - 4H,0 01115

N:P =3 N:P = 16 N:P = 100

NaNO; 9.4 50 50
Ca(NOs), - 4H,0 1.18 6.28 6.28
K;HPO,4 6.97 6.97 1.12

Cada 3 dias se cosechaba el 25-50% del volumen de los cultivos alternando las
dos réplicas de cada razon N:P, y posteriormente se afiadia la misma cantidad de
medio fresco para permitir que los cultivos se mantuvieran en fase de crecimiento
exponencial durante la duracion del experimento y se dispusiera de una cantidad de
alimento suficiente para poder alimentar a los rotiferos. De este modo, los cultivos
de Cryptomonas limitados en P y N recibian aportes de estos nutrientes cada 6 dias
(~1.6-3.2 uM de P y ~30-60 pM de N, respectivamente).

Después de cosechar las algas de los cultivos estancos, y una vez concentradas
las células de manera natural, gracias a su comportamiento fototactico, se
prepararon soluciones de Cryptomonas de cada tratamiento en agua mineral. La
densidad celular se estimd por duplicado tal como se detalla en el capitulo 3 de esta
Tesis. Los rotiferos se alimentaban con una mezcla de las algas cosechadas de los

dos cultivos de cada tratamiento.
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Figura 4.1. Cultivos experimentales de Cryptomonas sp. después de 33 dias creciendo en un
medio sin limitacion de nutrientes (N:P=16), en un medio limitado en fésforo (N:P=100), y

en un medio limitado en nitrégeno (N:P=3).

Composicion elemental y estudio citoquimico de Cryptomonas sp.

Se analiz6 el contenido en carbono, nitrogeno y fdésforo de las células de
Cryptomonas cultivadas en los tres medios experimentales. Los analisis se
realizaron coincidiendo con el dia 15 de los experimentos de tabla de vida. Se filtré
un volumen de cultivo sobre filtros de fibra de vidrio (Wathman GF/C)
precombustionados (2 h a 550°C). Todos los analisis se realizaron con 2-3 réplicas,
y los filtros se almacenaron a -20°C hasta su analisis. El carbono y el nitrégeno se
determinaron usando un analizador elemental (2400 CHN, Perkin Elmer) en el
Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Malaga. El fosforo total
intracelular se analizé6 como i6n fosfato segin el método propuesto por MURPHY &
RILEY (1962), después de oxidar y autoclavar las muestras durante 30 minutos a
1210C con una mezcla oxidante (APHA, 1992). La concentracion de idn fosfato se
analizo en un espectrofotometro (Lambda 40, Perkin Elmer) en cubetas de 10 cm a
882 nm. La densidad celular se estimd antes de filtrar contando dos submuestras en
una camara Uthermdéhl. Las concentraciones celulares internas de nitrégeno (Qn) y

fosforo (Qp) se calcularon con estos resultados.
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También se realiz6 un estudio citoquimico de Cryptomonas cultivadas en los tres
medios de cultivo experimentales con el fin de detectar inclusiones celulares de
polisacaridos, lipidos y proteinas. Para ello se fijaron concentrados de células de los
diferentes tratamientos (2 horas a temperatura ambiente) con una solucion de
glutaraldehido (2%) y paraformaldehido (2.5%) en tampon cacodilato 0.1 M (M’RANI-
ALAOUI, 2000). Después de este periodo, las muestras fijadas se centrifugaron con
una microcentrifuga (Hettich EBA 12) a 20 000 x g durante 5 minutos, y el
concentrado se lavd 2 veces con solucién tampon cacodilato 0.1 M. Una vez fijadas

las células se procedi6 a la deshidratacion e inclusién en una resina sintética (Epon).

A continuacién, se hicieron cortes semifinos (~1 pm de espesor) con un
ultramicrotomo (Reichert Ultracut S) con cuchilla de diamante y se tifieron
inespecificamente con una solucion de azul de metileno / azul de toloudina / bérax.
Estos cortes semifinos se tifleron posteriormente con tinciones especificas de
polisacéridos, lipidos y proteinas. La tincién de polisacaridos se basé en la reaccién
del &cido periddico de Schiff (PAS) (JENSEN, 1962; FISHER, 1968), segun la cual una
coloracion roja indica presencia de azlcares. Para la tincioén de lipidos se siguio la
metodologia propuesta por M’RANIFALAOUI (2000), basada en la reaccion de Sudan
Black B, dando lugar a una coloracion azul-negruzca. Y la tincion de proteinas se hizo
siguiendo el método de la ninhidrina-Schiff (MARTOJA & MARTOJA PIERSON, 1970)
dando una coloracién morada. Las observaciones de las diferentes tinciones se
hicieron con un microscopio 6ptico (Zeiss Axiovert 35) a 1000 aumentos en el

Departamento de Botanica de la Universidad de Granada.

Ademas de los cortes semifinos, se hicieron también cortes ultrafinos (500-700 A
de espesor) con el fin de tratar de localizar la disposicion y el origen de las diferentes
inclusiones. Estos cortes se contrastaron con una doble tincion de acetato de uranilo
y citrato de plomo para aumentar el contraste. Las observaciones de estos cortes
ultrafinos se hicieron con un microscopio electrénico de transmisién (Zeiss Electron
Microscope EM902) en el Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de

Granada.
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Experimentos de tabla de vida

Se realizaron dos experimentos de tabla de vida con Keratella cochlearis para
estudiar la importancia relativa de la calidad y la cantidad del alimento. Los
individuos de K. cochlearis usados en este estudio procedian de los cultivos stock
mantenidos en el laboratorio en las condiciones previamente sefialadas en el capitulo
3. Los animales se alimentaron con tres tipos de Cryptomonas cultivadas en los
medios con limitacion de nitrégeno (LN), con limitacion de fésforo (LP), y sin
limitacion de nutrientes (SLN), a dos concentraciones de alimento (baja
concentracién, 80 cel mI™ [0.016-0.025 mg C L!]; y alta concentracién, 500 cel ml™
[0.114-0.132 mg C L™]). La concentracién baja de alimento se corresponde con la
concentracion umbral de este clon de K. cochlearis cuando se alimenta con esta cepa
de Cryptomonas cultivada en un medio sin limitacion de nutrientes (Z8 estandar,

véase capitulo 3).

Los experimentos de tabla de vida comenzaron con 24 neonatos (<24 horas de
vida) por tratamiento. Los animales se mantuvieron individualmente en pocillos de
placas de cultivo de poliestireno estériles (IWAKI), de 24 pocillos, con 2 ml de agua
mineral con Cryptomonas. Todos los tratamientos se mantuvieron en una camara de
cultivo (memmert ICP 400-800) a 20 + 0.5°C, con un fotoperiodo de 14:10 h
(luz:oscuridad) y con una intensidad luminosa de ~20 pE m™? s, Los neonatos
procedian de la segunda puesta de unas madres que habian sido cultivadas en las
mismas condiciones a las usadas en estos experimentos, con la excepcion de que
estas madres se alimentaron con 80 y 500 cel mlI™ de Cryptomonas procedentes del
cultivo continuo (medio Z8 estandar). Cuando las madres desarrollaron su segundo
huevo, éstas se sometieron a los seis tratamientos descritos anteriormente, de tal
forma que los neonatos usados en estos experimentos se alimentaron con células de

Cryptomonas cultivadas en SLN, LP y LN desde su primer dia de vida.

Los individuos de Keratella se observaban cada 24 horas y se transferian a otras
placas de cultivo (previamente lavadas con agua destilada) en las que se habian
afadido las suspensiones de alimento experimentales. En las observaciones diarias
se anotaba si la hembra estaba formando algin huevo y también se contaban los
individuos que habian nacido. Estas hijas recién nacidas se eliminaban de los pocillos
y se anotaba el dia de su nacimiento. Las tablas de vida se continuaron hasta que

todas las hembras de Keratella murieron. Todas estas observaciones permitieron
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estimar los siguientes parametros en cada tratamiento: el periodo juvenil, la
longevidad y el nimero total de descendientes por hembra. La tasa intrinseca de
crecimiento se calculd resolviendo iterativamente la ecuacion de Euler, con los
intervalos de confianza determinados por la técnica jackknife descrita por MEYER et
al. (1986).

Los cultivos estancos de Cryptomonas no eran axénicos, pero la contaminacion
bacteriana no contribuyo significativamente a la nutricion de los rotiferos. Se estimo
la abundancia bacteriana en las suspensiones de alimento con 80 cel ml? de
Cryptomonas, desde el comienzo hasta el final del experimento, como unidades
formadoras de colonias (UFC) ml? siguiendo la metodologia propuesta por RODINA
(1972). La abundancia bacteriana maxima en estas suspensiones de alimento fue de
21 500 UFC ml™t. Esta abundancia bacteriana en términos de biomasa, dado que el
contenido en carbono de las células bacterianas presentes en los cultivos de
Cryptomonas era de 8.43-10° pug C cel™®, fue 1.81 10 pg C ml™?. Esta biomasa
bacteriana es igual al 1% de la concentracién de alimento umbral de este clon de K.
cochlearis, de tal forma que puede considerarse despreciable (véase Kirk, 1997). La
metodologia referente a la determinacion del volumen de las células bacterianas, asi

como la estima de su biomasa se detalla en el capitulo 3 de esta Tesis.

Resistencia al ayuno

Se inocularon individualmente 24 neonatos (<24 horas de vida) de K. cochlearis
en pocillos de placas estériles de poliestireno conteniendo 2 ml de agua mineral con
80 cel ml' de Cryptomonas (0.016-0.025 mg C L), cultivadas en distintas
condiciones de limitacion de nutrientes (SLN, LP y LN). Todos los neonatos se
obtuvieron a partir de hembras gravidas de K. cochlearis bien alimentadas
procedentes del cultivo stock mantenido en el laboratorio en las condiciones
detalladas en el capitulo 3 de esta Tesis. Los rotiferos se mantuvieron en medio con
alimento durante 5 dias y después de este periodo los individuos que sobrevivieron
se lavaron 2 veces con agua mineral estéril y se mantuvieron en condiciones de
ayuno (agua mineral filtrada por 0.22 um) hasta que murieron. Cada 24 horas se
examinaba el estado de todos los individuos y se anotaba el dia de su muerte. Las
condiciones de temperatura, fotoperiodo e intensidad luminosa fueron las mismas

que en los experimentos de tabla de vida descritos anteriormente.
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Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se utilizo el programa STATISTICA (StatSoft) y se
tuvieron en cuenta las recomendaciones descritas por SOKAL & ROHLF (1995). Para
analizar las diferencias de los parametros de historia de vida de Keratella entre los
distintos tratamientos se utilizaron analisis no paramétricos en lugar de analisis
paramétricos debido a la distribucién no normal de algunas variables, y ademas por
la heterogeneidad de varianzas entre los tratamientos. La normalidad y la
homogeneidad de varianzas se examinaron con los analisis de Kolmogorov-Smirnov
y de Bartlett, respectivamente (SOKAL & RoHLF, 1995). Ninguna transformacion
logré que los datos estuviesen normalmente distribuidos, de tal forma que un
analisis ANOVA paramétrico debia ser sustituido por un andlogo no paramétrico
(SOKAL & ROHLF, 1995, p. 407). Asi pues, para analizar los efectos de la limitacion
de nutrientes y la concentracion de alimento sobre los parametros de historia de vida
de Keratella, se realizé un ANOVA de dos vias por rangos, la extension Scheirer-Ray-
Hare del analisis de Kruskal-Wallis (SOKAL & ROHLF, 1995, pp. 445-447).

La resistencia al ayuno de los individuos de Keratella después de haber estado
alimentandose con Cryptomonas cultivadas en medios con limitacién de nutrientes y
sin limitaciéon de nutrientes se analizd con un ANOVA de Kruskal-Wallis (SOKAL &
ROHLF, 1995).

Para analizar las diferencias en los parametros de historia de vida y en la
resistencia al ayuno entre pares de tratamientos se realizaron pruebas U de Mann-
Withney, ajustando los valores de probabilidad al nimero de andlisis simultdneos

mediante el método secuencial de Bonferroni (RicE, 1989).

RESULTADOS

Efecto de la disponibilidad de nutrientes sobre la composicion elemental y

bioquimica de Cryptomonas sp.

Las células de Cryptomonas cultivadas en los medios limitados en nutrientes no
reflejaron en su composicién elemental la limitacion de P y N de los medios de
cultivo, ni cuando se expresaba en términos de concentracion celular interna de

fosforo (Qp) o de nitrogeno (Qy), ni cuando se expresaba como una razoén con el
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carbono celular (Tabla 4.2.). Qp era mas alta para las algas que habian sido
cultivadas en los medios limitados en N o P. Qy era mas alta en las algas que habian
crecido sin limitacién de nutrientes, y era similar para las algas cultivadas en los
medios LN y LP. Las razones atomicas C:P y N:P eran mas altas en las células de
Cryptomonas cultivadas en el medio SLN, y la razon C:P mas baja se obtuvo en las
células cultivadas en LP. Sin embargo, los cultivos con medios limitados en N y P
después de 33 dias cultivandose en estas condiciones alcanzaron menores
densidades de Cryptomonas que los cultivos sin limitacion de nutrientes (Tabla 4.2.,
véase también Figura 4.1.).

Tabla 4.2. Concentracidén celular interna (pmol cel™) de fésforo (Qp) y de nitrégeno (Qu), y razones
estequiométricas (mol/mol) en células de Cryptomonas cultivadas en un medio sin limitacién de nutrientes
(SLN), con limitacion de fosforo (LP), y con limitacion de nitrégeno (LN). También se indica la densidad de
Cryptomonas en los diferentes cultivos (cel ml™?) después de 33 dias creciendo en estas condiciones. Los

valores son medias + error estandar de ambos experimentos: baja y alta concentraciéon de alimento.

Cryptomonas Qr Qn C:N:P Cel mi!

SLN 0.18 +£ 0.00 513 = 0.07 133:29: 1 29 446 + 1322
LP 0.25 £ 0.02 4.00 £ 0.22 75:16:1 5308 £ 1113
LN 025 & 0:.03 4.07 £ 0.75 85:16:1 16 761 + 2609

En las figuras 4.2., 4.3. y 4.4. se muestran las tinciones especificas de lipidos,
polisacaridos y proteinas, respectivamente, en los tejidos de las células de
Cryptomonas cultivadas en el medio sin limitacion de nutrientes y en los medios con
limitacion de P y N. La diferencia citoldégica mas notable fue la presencia de grandes
inclusiones que se tifieron intensamente con las tinciones de lipidos, polisacaridos y
proteinas en las células cultivadas con limitacién de P. Estas inclusiones no se
detectaron en las células cultivadas en el medio limitado en N ni en el medio con
suficientes nutrientes. Las células cultivadas en condiciones limitantes de N y en
condiciones no limitantes de nutrientes mostraron tinciones muy parecidas de los
tres componentes bioquimicos. No obstante, puede apreciarse una tincién de
proteinas en las células limitadas en N un poco mas débil que en las células

cultivadas sin limitacién de nutrientes (Figura 4.4.).
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Figura 4.2. Tincién de lipidos en células de Cryptomonas cultivadas sin limitacién de nutrientes (N:P=16), con
limitacion de fésforo (N:P=100) y con limitacién de nitrégeno (N:P=3). (1000 X). (CF) Citofaringe; (E)
Eyectosomas.; (A) Almidén; (I) Inclusion.
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Figura 4.3. Tincion de polisacaridos en células de Cryptomonas cultivadas sin limitacién de nutrientes
(N:P=16), con limitacién de fésforo (N:P=100) y con limitacion de nitrégeno (N:P=3). (1000 X). (A) Aimidén; (I)
Inclusion.

57



Capitulo 4 E. Ramos. Tesis Doctoral

Figura 4.4. Tincion de proteinas en células de Cryptornonas cultivadas sin limitacién de nutrientes (N:P=16),
con limitacién de fésforo (N:P=100) y con limitacién de nitrégeno (N:P=3). (1000 X). (A) Almidén; (I) Inclusién.
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Las imagenes obtenidas con microscopia electronica de transmision de los cortes
ultrafinos de las células que fueron cultivadas en condiciones limitantes de P
mostraron que estas inclusiones organicas estaban situadas en la proximidad de la
citofaringe y en la periferia de la célula, y su origen parece estar ligado con procesos
de transformacion de determinados eyectosomas (Figura 4.5.). La citofaringe,
rodeada de eyectosomas, estd relacionada con la nutricion fagotrofica de estas

células algales (VAN DEN HOEK et 4l., 1995).

Figura 4.5. Corte ultrafino de una célula de Cryptomonas sp. cultivada en un
medio limitado en P observado con microscopia electronica de transmision. (I)
Inclusiones; (CF) Citofaringe; (E) Eyectosoma;(CL) Cloroplasto; (G) Aparato de
Golgi; (A) Almidon; (V) Vacuola.

Por otro lado, en las células de Cryptomonas cultivadas con limitacién de P se
observaron también otras diferencias ultraestructurales importantes. El area
tilacoidal (espacio que ocupan los tilacoides dentro del cloroplasto), y el numero de
tilacoides era mucho menor en las células limitadas en P (Figura 4.6.). Estos
resultados indican que en las células limitadas por P el aparato fotosintético estaba

menos desarrollado que en las células cultivadas sin limitacion de nutrientes.

59



Capitulo 4 E. Ramos. Tesis Doctoral

Figura 4.6. Cortes ultrafinos observados con microscopia electrénica de

transmisién mostrando el sistema tilacoidal de una célula de Cryptomonas sp.
cultivada en (A) un medio limitado en P y (B) un medio sin limitacién de nutrientes.
(MC) Matriz cloroplastidial; (T) Tilacoides; (Nu) Nucleo.

Efecto de la calidad y cantidad del alimento sobre los parametros de historia
de vida de K. cochlearis

Keratella cochlearis alcanzé, a baja concentracion de alimento, tasas de
crecimiento mas altas cuando se aliment6 con células de Cryptomonas cultivadas en
los medios con limitacion de N y P que cuando se alimenté con células de
Cryptomonas cultivadas en el medio sin limitacién de nutrientes (Figura 4.7a.). Un
ANOVA de dos vias por rangos (la extensién Scheirer-Ray-Hare del andlisis de
Kruskal-Wallis) mostré6 que la tasa de crecimiento de Keratella se veia
significativamente afectada por ambos efectos principales (la concentraciéon de
alimento y el tipo de limitacion de nutrientes de las algas) y por la interaccién de
ambos (Tabla 4.3.). Comparaciones pareadas (pruebas U de Mann-Withney)
indicaron que la tasa de crecimiento de Keratella se veia significativamente afectada
por el estado nutricional de las algas a baja concentracién de alimento (Figura
4.7a.). La tasa de crecimiento de Keratella mas baja se obtuvo cuando los animales
se alimentaron con células de Cryptomonas cultivadas en el medio SLN, y la tasa de
crecimiento mas alta se obtuvo para los individuos de Keratella alimentados con
células de Cryptomonas cultivadas en el medio LP. A alta concentracion de alimento,
la calidad del alimento no mostré un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento

del rotifero.
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Figura 4.7. Tasa de crecimiento (a), longevidad (b), nimero total de descendientes por hembra (c), y
periodo juvenil (d) de K. cochlearis alimentada con Cryptomonas cultivada en varios medios (SLN: sin
limitacion de nutrientes; LP: limitado en P; y LN: limitado en N), en dos concentraciones de alimento. Las
barras de error indican error estandar de la media; los tratamientos marcados con la misma letra no son
significativamente diferentes (pruebas U de Mann-Withney). Los valores de probabilidad se ajustaron al
numero de andlisis simultdneos mediante el método secuencial de Bonferroni.

Aunque la calidad nutricional de Cryptomonas afectaba a la longevidad de
Keratella, el nUmero de descendientes producidos por hembra no se vio afectado
(Tabla 4.3.). No obstante, a baja concentraciéon de alimento, el numero total de
descendientes por hembra era significativamente mas bajo, y el periodo juvenil
significativamente mas alto, en los animales que se alimentaron con Cryptomonas
cultivada en el medio SLN en relaciéon con los animales que se alimentaron con
células cultivadas en el medio LP (Figuras 4.7c. y 4.7d.). La longevidad de los
animales alimentados con algas cultivadas en el medio SLN era significativamente
mas baja que la de los animales alimentados con algas cultivadas en el medio LP en
ambas concentraciones de alimento (Figura 4.7b.). El periodo fértil (estimado como
la diferencia entre la longevidad y el periodo juvenil) mostraron resultados similares.
Ademads, en los medios SLN y LP la longevidad era significativamente mas baja en el
tratamiento de baja concentracion de alimento con relacién al tratamiento de alta
concentracion de alimento. Sin embargo, la longevidad de los animales alimentados
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Tabla 4.3. ANOVA de dos vias por rangos (extension Scheirer-Ray-Hare del analisis de Kruskal-Wallis) para analizar los efectos del tipo de limitacion de nutrientes (A) y de la

concentracién de Cryptomonas (B) sobre la tasa de crecimiento poblacional, la longevidad, el nimero total de descendientes por hembra y el periodo juvenil de K. cochlearis.

Tasa de crecimiento Longevidad N©° descendientes Periodo juvenil
(ind dia™) (dias) por hembra (dias)
g.l. SS H p SS H p SS H p g.l. SS H p
Efecto
A: Nutrientes 2 11 476 7.08 0.029 25 341 15.63 <0.001 8887 5.48 0.0646 2 4577 3.43 0.18

B: Concentraciéon 1 166 076 102.41 <0.0001 28 464 17.55 <0.0001 159 633 98.44 <0.0001 1 114268 85.69 <0.0001

AXB 2 15 854 9.77 <0.01 4156 2.56 0.278 1803 1.11 0.5741 2 470 0.352 0.8386

Error 133 9696 163291 48 563 120 29 960

g.l.: grados de libertad.
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con algas cultivadas en el medio LN no era significativamente diferente entre ambas
concentraciones de alimento.

Efecto de la calidad del alimento sobre la resistencia al ayuno de K.
cochlearis

Un ANOVA de Kruskal-Wallis indicd un efecto significativo del tratamiento de
nutrientes sobre la longevidad de K. cochlearis en condiciones de ayuno después de
haberse alimentado con células de Cryptomonas cultivadas en varios estados de
limitaciéon de nutrientes (H,se = 6.752, p<0.05). Las comparaciones pareadas
(pruebas U de Mann-Withney) sefalaron que la longevidad de los animales que se
alimentaron con células de Cryptomonas cultivadas en el medio LN era
significativamente mas alta que la de los animales que se alimentaron con algas
cultivadas en el medio SLN (Figura 4.8.). No se observaron diferencias significativas
entre las longevidades de los individuos que se alimentaron con algas cultivadas en
condiciones de limitacidén de P y limitacion de N.

3.51 A,B

Longevidad (dias)

SLN LP LN

Tratamiento de nutrientes

Figura 4.8. Resistencia al ayuno de K. cochlearis (n° de dias que los animales sobrevivieron en
condiciones de ayuno) después de alimentarse durante 5 dias con células de Cryptomonas
(~0.02 mg C L) cultivadas en un medio sin limitaciéon de nutrientes (SLN), con limitacién de P
(LP) y con limitacion de N (LN). Las barras de error indican error estandar de la media; los
tratamientos marcados con la misma letra no son significativamente diferentes (pruebas U de
Mann-Withney). Los valores de probabilidad se ajustaron considerando el nimero de analisis
simultdaneos mediante el método secuencial de Bonferroni.
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DISCUSION

En este estudio la limitacion de nutrientes en los medios de cultivos no se reflejo
en las razones estequiométricas de las células de Cryptomonas (Tabla 4.2.). La raz6n
mas alta de C:P se obtuvo en las algas cultivadas en el medio no limitado en
nutrientes, y la razén C:P mas baja se obtuvo en las algas cultivadas en el medio
limitado en P. En contraste con estos resultados, estudios anteriores han mostrado
que algas cultivadas en medios limitados en nutrientes si reflejaron esta limitacion
en sus razones atomicas C:P (STERNER et d/., 1993; ROTHHAUPT, 1995; LURLING &
VAN DONK, 1997; BOERSMA, 2000). En estos estudios, las razones C:P de las algas

fueron mas altas cuando se cultivaban en condiciones de limitacion de P.

Sin embargo, Cryptomonas alcanzé menores densidades en los cultivos con
medios limitados en nutrientes, y el mayor contenido en P en estas células podria
indicar que Cryptomonas hubiera optado por una estrategia de almacenamiento de P
("consumo de lujo”) con tasas de crecimiento mas bajas y velocidades de ingestion
de fosfato mayores cuando este nutriente era afiadido periddicamente a los cultivos
limitados en Ny P (véase p. ej. SOMMER, 1984; ISTVANOVICS et 4/., 1994). El hecho
de haber observado también una mayor Qp en las células cultivadas en el medio
limitado en N resulta incongruente, ya que en este medio de cultivo el P estaba en
las misma concentraciéon que en el medio no limitado en nutrientes. Estos resultados
podrian indicar que este comportamiento de acumulacién de P podria ser una
respuesta general a la limitacion de ambos nutrientes. Hasta la fecha no se ha
descrito este comportamiento de consumo de lujo en células de Cryptomonas
limitadas en N y P cuando reciben aportes de P periddicos, y por tanto se necesitan

mas estudios que corroboren los resultados obtenidos en este estudio.

Por otro lado, las células que crecieron en condiciones limitantes de N y P
presentaron también concentraciones internas de N (Qy) similares. Este resultado
podria estar relacionado con la movilizacién de ficobiliproteinas (pigmentos
fotosintéticos ricos en N caracteristicos de criptoficeas, cianobacterias y algas rojas).
LEWITUS & CARON (1990) observaron que en condiciones limitantes de N, e incluso
de P, la criptoficea Pyrenomonas salina movilizaba el N de sus ficoeritrinas para
satisfacer la demanda de N necesaria para el crecimiento celular. Estos autores
sugirieron que la movilizacion de este N endégeno de las ficobiliproteinas, también

en cultivos limitados por P, podria reflejar una respuesta generalizada de esta
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criptoficea cuando se enfrenta con condiciones estresantes de algin nutriente. En la
cianobacteria Agmenellum quadruplicatum también se ha observado una pérdida de
ficocianina en respuesta a un descenso de P en el medio, simultanea con una menor
tasa de ingestion de nitrato y menor contenido en N total celular (STEVENS et &l.,
1981).

Las imagenes de microscopia Optica y electronica de transmision revelaron que
las algas que crecieron en condiciones limitantes de P presentaban grandes
inclusiones de lipidos, polisacaridos y proteinas, situadas en la proximidad de la
citofaringe de estas células. La presencia de estas inclusiones de naturaleza organica
podria indicar que estas algas en condiciones limitantes de P desarrollaron un
comportamiento de nutricion fagotréfica de sustancias organicas presentes en el
medio, que podrian ser bacterias y/o restos organicos de células de Cryptomonas en
descomposicion. Numerosos autores han descrito que Cryptomonas puede ingerir
particulas del tamafio de bacterias (SANDERS & PORTER, 1988; TRANVIK et 4l., 1989;
NYGAARD & TOBIESEN, 1993; ROBERTS & LAYBOURN-PARRY, 1999; URABE et 4l.,
2000) de manera que estas algas pueden ser consideradas mixotroficas. Sin
embargo, la funcion fagotrdéfica en este género no estd muy clara y es una linea de
investigacion en desarrollo creciente. Recientemente URABE et al. (2000) han
sugerido que la nutricion fagotrofica en Cryptomonas podria ser una estrategia para
adquirir N y P cuando la fotosintesis tiene lugar en condiciones de limitacién de
nutrientes inorganicos. No obstante, es necesario realizar mas estudios que
corroboren el origen de estas inclusiones y caractericen de manera cuantitativa su

contenido.

Ademas, las imagenes de microscopia electronica de transmision revelaron que el
aparato fotosintético de las células de Cryptomonas cultivadas bajo limitacion de P
estaba mucho menos desarrollado que el de las células cultivadas sin limitacion de
nutrientes. Este hecho podria estar también relacionado con la posible nutricién
heterotrofica desarrollada por Cryptomonas en condiciones limitantes de fosforo.
LEWITUS et al. (1991) observaron que Pyrenomonas salina, con capacidad de
nutricion autotrofa y heterétrofa, respondia a la adicion de glicerol como sustrato
organico con una desorganizacion de su sistema fotosintético como consecuencia de
un aumento en su nutricion heterotrofica. Estas células de Pyrenomonas presentaban
una menor cantidad de tilacoides por célula ademas de un menor contenido en

ficoeritrina (pigmento fotosintético rico en nitrégeno). LEwiTus et a/. (1991)
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sugirieron que el aumento de la nutricion heterotrofica en Pyrenomonas podria haber
reducido el potencial de estas células para capturar energia luminosa. De este modo,
el menor niimero de tilacoides observado en los cloroplastos de las células de
Cryptomonas limitadas en P en el presente estudio apoya la idea de que estas

células posiblemente desarrollaron una nutricion heterotrofica.

En el presente estudio se ha mostrado por primera vez que algas cultivadas en
condiciones limitantes en nutrientes pueden ser de mejor calidad nutricional para el
crecimiento de organismos zooplancténicos. Keratella alcanzd la tasa de crecimiento
mas alta cuando se alimentd con células de Cryptomonas cultivadas bajo limitacion
de P a baja concentracion de alimento (proxima al nivel de alimento umbral para su

crecimiento).

Algunos estudios han sugerido una limitacién mineral directa del zooplancton
(HESSEN, 1992; STERNER, 1993), mientras que otros han hecho mas hincapié en la
importancia de los constituyentes bioquimicos como los &cidos grasos
poliinsaturados (AHLGREN et &l., 1990; MULLER-NAVARRA et 4l., 2000) y los
aminoacidos (GUISANDE et d/., 1999). No obstante, también se ha descrito que los
distintos taxones que componen una comunidad zooplancténica (copépodos,
claddceros y rotiferos) responden de manera diferente a la adicién de emulsiones de
estos acidos grasos poliinsaturados siendo, por tanto, muy dificil generalizar cuales
son los factores limitantes en los ecosistemas acuaticos (BOERSMA & STELZER, 2000).
Recientemente, BOERSMA (2000) ha sugerido que la limitacién mineral y la limitacion
bioquimica de las algas juegan ambas un papel muy importante en el crecimiento y
dinamica poblacional de los organismos del zooplancton, pero los &cidos grasos
poliinsaturados son realmente importantes sélo cuando la razén C:P de las algas es
bastante baja (las algas contienen suficiente fosforo) de forma que los
requerimientos minerales deben ser cubiertos primero. En el presente estudio se ha
mostrado que el contenido en P de las células algales puede influir
considerablemente en la tasa de crecimiento de Keratella ya que variaciones
relativamente pequefias en la razon C:P de Cryptomonas desde 75 a 133 reducian
significativamente la tasa de crecimiento del rotifero a baja concentracion de
alimento. El aparente almacenamiento de P observado en las células limitadas por
nutrientes podria explicar porqué Keratella alcanzé tasas de crecimiento positivas a
tan baja concentracion de alimento cuando se alimenté con células de Cryptomonas

cultivadas bajo limitacion de P y N.
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Algunos autores han sugerido que la diferencia entre un alimento de baja calidad
y otro de alta calidad deberia ser menor a baja concentracion de alimento que a alta
concentracion de alimento (STERNER & ROBINSON, 1994; ROTHHAUPT, 1995). Sin
embargo, en contraste con estos estudios previos que utilizaron Scenedesmus como
fuente de alimento algal, en el presente estudio el efecto de la diferente calidad de
Cryptomonas sobre el crecimiento de Keratella se reflejo solamente a baja
concentracion de alimento. La diferente respuesta de Scenedesmus y Cryptomonas a
la disponibilidad de nutrientes podria explicar estas diferencias. LURLING & VAN DONK
(1997) observaron, utilizando cinco especies algales como alimento para Daphnia,
que los animales que se alimentaron con varias especies algales limitadas en P,
incluida Scenedesmus acutus, producian menos descendientes con la excepcién de

Cryptomonas pyrenoidifera limitada en P.

Resistencia al ayuno

En este estudio se planted la hipdtesis de que la resistencia al ayuno podria
reflejar la habilidad para almacenar energia durante periodos de fluctuacion en la
calidad del alimento. Los resultados obtenidos mostraron que los individuos de
Keratella alimentados con células de Cryptomonas cultivadas en el medio LN vivian
mas tiempo bajo condiciones de ayuno. Estas células de Cryptomonas tenian mayor
contenido en P que las células de Cryptomonas cultivadas en el medio SLN. Ademas
de esto, estas células tenian menor contenido en N y mayor razén C:N que las
células de Cryptomonas cultivadas en el medio SLN. GROEGER et al. (1991)
mostraron que individuos de Daphnia alimentados con Scenedesmus cultivado en un
medio deficiente en N destinaban mas lipidos a sus huevos, de manera que su
descendencia vivia mas tiempo en condiciones de ayuno. CONDE-PORCUNA (2000)
también sugirid que el rotifero Anuraeopsis podria ser menos susceptible al ayuno

cuando hay limitacion de nitrogeno.

Algunos estudios han mostrado que los organismos desarrollan adaptaciones ante
la fluctuacion de las concentraciones de alimento (CALOW & WOLLHEAD, 1977;
GILBERT & SCHREIBER, 1998; STELZER, 2001). STELZER (2001) observo que el
rotifero Synchaeta parece seleccionar una estrategia de reproduccion arriesgada
cuando el nivel de recursos es bajo. En casos extremos de esta estrategia, un

organismo iteroparo puede llegar a ser esencialmente semélparo. Otras adaptaciones
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alternativas cuando los organismos se enfrentan a concentraciones bajas de alimento
es la produccién de huevos de diapausa (GILBERT & SCHREIBER, 1998) o la detencion
de su reproduccién al enfrentarse con un ayuno repentino, con el fin de usar el
excedente de energia para mantener su metabolismo y asi prolongar su vida para
desarrollar una reproduccion mas tardia (CALow & WOLLHEAD, 1977). Los
organismos del zooplancton podrian desarrollar estrategias similares para
enfrentarse a las fluctuaciones de la calidad del alimento en los ecosistemas
naturales y, en consecuencia, una de ellas podria ser vivir mas tiempo en
condiciones de ayuno. Kirk (1997) sugiere que el tiempo que las especies de
rotiferos pueden sobrevivir en condiciones de ayuno deberia permitir la
supervivencia de algunas especies durante periodos cortos de baja cantidad o calidad
de los recursos como consecuencia, por ejemplo, de la rapida fluctuacién en la

abundancia de criptoficeas.

Los diferentes resultados obtenidos en este capitulo tienen implicaciones para
comprender el ciclo de nutrientes en los lagos. Ademas, seria necesario estudiar las
posibles estrategias del zooplancton para enfrentarse a las fluctuaciones de la
calidad del alimento en los ecosistemas acuaticos. Kirk (1997) sugiere que la
diferente resistencia al ayuno puede afectar al resultado de la competencia y a la
estructura de una comunidad. CONDE-PORCUNA (2000) observo que el rotifero
Anuraeopsis era menos susceptible a la competencia explotativa por Daphnia cuando
se alimentaba con Scenedesmus limitado en N. Para comprender el ciclo de
nutrientes y las estrategias del zooplancton en los sistemas acuaticos se necesitan
mas estudios que analicen las interacciones entre varias especies de zooplancton y

varias especies de fitoplancton en condiciones limitantes de nutrientes.
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5

Competencia entre cladoéceros y rotiferos:
importancia relativa de la competencia explotativa,
interferencia mecanica e interferencia quimica

de Daphnia longispina sobre Keratella cochlearis

INTRODUCCION

Numerosas observaciones de campo y estudios de laboratorio han puesto de
manifiesto que los cladéceros pueden suprimir poblaciones de rotiferos,
indirectamente, por competencia explotativa (CE) vy, directamente, por
competencia por interferencia. Dentro de la competencia por interferencia puede
distinguirse la interferencia mecanica (IM) (BURNS & GILBERT, 1986a, 1986b;
GILBERT, 1988b), y la interferencia quimica (IQ) (CoNDE-PORCUNA, 1998). En la
IM, los rotiferos entran en la camara branquial de grandes daphnidos y son
posteriormente rechazados con dafos que pueden ser letales o subletales. La
intensidad de la CE y la IM aumenta al aumentar el tamafio y la densidad del
cladocero (BURNS & GILBERT, 1986b; GILBERT, 1988a; MACISAAC & GILBERT,
1991b).

Daphnia puede competir explotativamente con todas las especies de rotiferos
y por IM selectivamente con las especies de rotiferos mas susceptibles (GILBERT,
1988a). Las especies de rotiferos mas susceptibles a la IM con Daphnia son
generalmente pequefas (p. ej. algunas especies de Keratella y Synchaeta) o de
cuerpo blando (p. ej. Ascomorpha ecaudis), mientras que las menos susceptibles
son generalmente especies de mayor tamafho (p. ej. Asplanchna, algunas

especies de Synchaeta, colonias de Conochilus), con esqueletos rigidos vy
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espinosos (p. ej. algunas especies de Keratella y Kellicottia), o con respuestas de

escape efectivas (p. ej. Polyarthra) (GILBERT, 1988b).

El efecto de los grandes daphnidos sobre la estructura de las comunidades
naturales de rotiferos sera diferente cuando los recursos alimenticios sean
abundantes y cuando sean limitantes (GILBERT, 1988a). Cuando el alimento sea
abundante los individuos de Daphnia de mayor tamafo podran ocasionar altas
tasas de mortalidad por IM de las especies de rotiferos mas susceptibles,
mientras que las especies menos susceptibles para interferir mecanicamente con
Daphnia deberian sobrevivir y reproducirse. Estudios de laboratorio han mostrado
que la IM entre grandes daphnidos y rotiferos se intensifica en ausencia de
alimento (BURNS & GILBERT, 1986a). De este modo, GILBERT (1988a) sugeria que
las tasas de mortalidad inducidas por IM de las especies de rotiferos mas
susceptibles deberian ser incluso mas altas cuando el alimento sea limitante. En
consecuencia, cuando el alimento sea limitante en las comunidades naturales, los
grandes daphnidos podran suprimir todas las especies de rotiferos pero

especialmente aquellas que son mas susceptibles a la IM.

MACIsSAAC & GILBERT (1991b), mediante un estudio de laboratorio, evaluaron
la importancia relativa de la CE y la IM de distintas especies de claddéceros sobre
Keratella cochlearis. En este estudio, MAcCISAAC & GILBERT mostraron que los
cladéceros mds pequefios pueden suprimir las poblaciones de rotiferos
exclusivamente por CE, mientras que los cladéceros de mayor tamafio (= 1.2
mm) lo hacen principalmente por IM. Evaluar la importancia relativa de estos
mecanismos en situaciones naturales resulta complicado ya que estos
mecanismos no son facilmente separables cuando actian simultdneamente, y
ademas pueden variar en funcion de varios factores tales como la vulnerabilidad
de las distintas especies de rotiferos a la IM, la disponibilidad de alimento y las
respuestas numeéricas de los rotiferos, la temperatura y el solapamiento espacial
entre cladéceros y rotiferos en la columna de agua (MACISAAC & GILBERT, 1990,
1991a). De este modo, el efecto de los claddceros sobre las especies de rotiferos
en medios naturales puede incluso no ser evidente, sobre todo si se tiene en
cuenta que gran parte de las observaciones realizadas corresponden a
experimentos de laboratorio bajo condiciones muchas veces no extrapolables al
medio natural. Sélo algunos estudios han intentado evaluar la importancia

relativa de la CE y la IM en sistemas naturales, sugiriendo que estos mecanismos
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pueden influir de manera importante sobre la composicion de especies vy
estructura de tamafios de las comunidades de rotiferos (véase p. ej. CONDE-

PORCUNA et al., 1994; FUSSMANN, 1996).

Pero ademas de estos dos mecanismos de interaccion entre cladoceros vy
rotiferos ampliamente documentados, existe un tercer mecanismo, la
interferencia quimica, con el que los cladéceros pueden también afectar a las
poblaciones de rotiferos y que ha recibido mucho menos atencion. Si bien la
comunicacion quimica en animales planctonicos ha sido un tema de investigacion
en desarrollo creciente (véase revisiones por LARSSON & DODSON (1993) y SNELL
(1998)), los estudios desarrollados se han centrado principalmente en la
inducciéon de cambios morfoldgicos (p. ej. BEAUCHAMP, 1952; GILBERT, 1966;
STEMBERGER & GILBERT, 1987a; PAREJKO & DODSON, 1990; TOLLRIAN & VON
ELERT, 1994) y de comportamiento (FOLT & GOLDMAN, 1981; DE MEESTER, 1993;
MATVEEYV, 1993; VON ELERT & Loose, 1996) inducidos por competidores y/o
depredadores, y en la implicacion de sustancias quimicas en la reproduccion
sexual de rotiferos (p. ej. GILBERT, 1963; SNELL et al., 1988; CARMONA et al.
1993; SNELL & CARMONA, 1995; SNELL & RICO-MARTINEZ, 1996). Sin embargo,
son escasos los estudios que han analizado cambios de historia de vida en
rotiferos inducidos por sus competidores y/o depredadores (STEMBERGER, 1988,
1990; CONDE-PORCUNA, 1998). CoONDE-PORCUNA (1998), mediante experimentos
de tablas de vida, observé que Daphnia longispina podia reducir la tasa de
crecimiento poblacional de K. cochlearis por interferencia quimica (IQ), mediante
la cual sustancias quimicas exudadas por el cladocero inducian fecundidades mas
bajas en esta especie de rotifero. Sin embargo, la importancia relativa de este
mecanismo de IQ entre cladoceros y rotiferos respecto a los mecanismos de CE e
IM no ha sido auln evaluada, y tampoco se conoce nada sobre el tamafio y

naturaleza de esta(s) sustancia(s) exudada(s) por los cladéceros.

El objetivo de este capitulo fue analizar la importancia relativa de la
interferencia quimica y de la competencia explotativa e interferencia mecanica de
Daphnia sobre una poblacion de K. cochlearis a baja concentracion de alimento, y
caracterizar el corte molecular de la(s) sustancia(s) exudada(s) por Daphnia

responsable(s) de la interferencia quimica sobre esta especie de rotifero.
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MATERIAL Y METODOS

Los individuos de Keratella cochlearis y el alimento algal empleado
(Cryptomonas sp.) procedian de los cultivos stock mantenidos en el laboratorio en
las condiciones previamente sefialadas en el capitulo 3. Ya que los individuos de
K. cochlearis de este cultivo stock pertenecen a un genotipo con espina fija, se
pueden eliminar los posibles gastos energéticos que podria suponer la induccion
de cambios morfoldgicos en el rotifero. Para realizar este estudio se aisl6 de
forma adicional del embalse de Izndjar una hembra partenogenética de Daphnia
longispina a partir de la cual se establecié un cultivo clonico. El cultivo de Daphnia
se estableci6 dos meses antes de empezar este experimento y se mantuvo en las
mismas condiciones que los cultivos stock de K. cochlearis, alimentandose con
Cryptomonas (~0.2 mg C L™!; 700-800 cel mI?) cada 1-2 dias.

Se realizaron dos medios experimentales: un medio control (2 litros de agua
mineral) y un medio precondicionado con Daphnia (2 litros de agua mineral con
130 individuos de Daphnia longispina con longitudes superiores a 1.2 mm) (véase
Figura 5.1.). Daphnia se alimentaba diariamente con 200 cel ml?! de
Cryptomonas. Para reducir la posible influencia de sustancias quimicas asociadas
con el alimento de Daphnia se afiadia también diariamente la misma cantidad de
algas al medio control. Después de 6 dias de acondicionamiento previo se filtrd el
50% de cada medio experimental el primer dia de experimento con los rotiferos,
y el 20% los dias siguientes, utilizando filtros de 0.22 pm de baja adsorcién
proteica (Durapore PVDF, No. GVWP04700; Millipore). Posteriormente se afiadia

el mismo volumen de agua mineral estéril a cada medio experimental.

Para caracterizar el corte molecular de la(s) sustancia(s) exudada(s) por
Daphnia responsable(s) de la interferencia quimica sobre Keratella, se utilizé un
sistema de ultrafiltracion tangencial (Pellicon XL, No. PXCO 05C 50; Millipore) con
membrana de celulosa regenerada de 5000 dalton (Da) de peso molecular
tedrico, tal como se describe en las instrucciones para su uso. En estos sistemas
de filtracién con flujo tangencial (TFF), el fluido, bombeado con una bomba
peristaltica, fluye tangencialmente a lo largo de la superficie de la membrana
permitiendo clarificar y concentrar a su vez determinadas macromoléculas
presentes en el fluido. Gracias al flujo tangencial, las macromoléculas que son

demasiado grandes para pasar a través de los poros de la membrana no se
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Figura 5.1. Disefio experimental. (CF=medio control filtrado; CR=medio control retenido; DF=medio
precondicionado con Daphnia filtrado; DR=medio precondicionado con Daphnia retenido; DFD=medio
precondicionado con Daphnia filtrado con una Daphnia; DRD=medio precondicionado con Daphnia

retenido con una Daphnia).
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adhieren sobre la superficie de la membrana sino que son movilizadas con el flujo
tangencial formando parte de lo que cominmente se denomina fluido retenido
(Figura 5.2.). En este estudio, el volumen inicial del medio control y del medio
precondicionado con Daphnia se redujo 4 veces con el sistema TFF. Segun las
instrucciones de uso que acompanan a estos sistemas, este tipo de membranas
de ultrafiltracion no indican una retencién absoluta. De esta forma, una
membrana de 5000 Da podria retener macromoléculas disueltas en el fluido con
pesos moleculares superiores a 15 000-25 000 Da (de 3 a 5 veces el corte
molecular teérico empleado). Asi pues, en el presente estudio, en los fluidos
filtrados a través de la membrana no habrd macromoléculas con pesos
moleculares superiores a 15 000-25 000 Da, y en los fluidos retenidos la
concentracion de sustancias quimicas menores de 15 000-25 000 Da sera similar
a la de los filtrados. En cambio, en
la fraccion retenida se concentraran
las  macromoléculas con pesos
moleculares superiores a 15000-
25000 Da, las cuales se encon-

traran 4 veces mas concentradas

respecto a su concentracion en los

medios experimentales antes de ser

. . L i Membrana
tratados con el sistema de filtracion g

tangencial. Figura 5.2. Filtracion con flujo tangencial.

Por tanto, con el sistema TFF se obtuvieron cuatro medios experimentales:

1. Medio control filtrado: CF
2. Medio control retenido: CR
3. Medio con sustancias quimicas exudadas por Daphnia filtrado: DF

4. Medio con sustancias quimicas exudadas por Daphnia retenido: DR

Estos cuatro medios experimentales eran de nuevo filtrados utilizando los
filtros de baja adsorcion proteica de 0.22 pm con el fin de eliminar la posible
contaminaciéon bacteriana que podria haberse originado después de ser

manipulados con el sistema de filtracion tangencial.
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Con el objetivo de evaluar los efectos de la IQ de Daphnia sobre una poblacion
de K. cochlearis, asi como la importancia relativa de la IQ respecto a la CE e IM, y
poder estimar el peso molecular de la(s) sustancia(s) responsable(s) de esta IQ,
se realizaron 6 tratamientos experimentales con 3 réplicas cada uno (Figura
o1

% 2 tratamientos control: uno con medio control filtrado (CF), y otro con

medio control retenido (CR).

<+ 2 tratamientos donde actuaria la IQ: uno con medio precondicionado
con Daphnia filtrado (DF), y otro con medio precondicionado con Daphnia
retenido (DR).

.
0

» 2 tratamientos donde actuarian conjuntamente la CE, la IM y la
IQ: uno con medio precondicionado con Daphnia filtrado en el due se
afiadi6 una Daphnia (DFD), y otro con medio precondicionado con
Daphnia retenido en el que se afiadid otra Daphnia (DRD). Los individuos
de Daphnia utilizados en estos tratamientos tenian una longitud de 1.50-
1.65 mm.

Todos los tratamientos experimentales contenian 40 ml del medio
correspondiente. La densidad inicial en cada uno de los tratamientos fue de 20
hembras de K. cochlearis sin huevo cogidas al azar del cultivo stock. La
concentracion de alimento inicial fue de 100 cel ml'* de Cryptomonas, estimada
contando dos submuestras con camaras Uthermohl tal como se detalla en el
capitulo 3 de esta Tesis. Los tratamientos se mantuvieron en una camara de

cultivo a 20 £ 0.5°C con una radiacién de ~20 pE m?2s™ (14:10 h luz:oscuridad).

Cada 2 dias se contaba el nimero de individuos de Keratella y a continuacion
los rotiferos se transferian en los mismos medios experimentales reemplazando
un 40% del volumen (16 ml) con medio fresco con 100 cel mlI'* de Cryptomonas.
El 60% del volumen final (24 ml) era el medio de los dias anteriores filtrado por
una malla de nylon de 20 pm para eliminar los detritus y desechos generados, y
permitir a su vez que se filtraran las células de Cryptomonas que no habian sido

aun ingeridas.
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La duracion del experimento fue de 8 dias, momento en que se llegaron a
alcanzar elevadas densidades de rotiferos en algunos tratamientos (~100 ind L),

y se observo una fuerte limitacion por cantidad de alimento (véase resultados).

Como Daphnia excreta amonio y es bien conocido que altas concentraciones
de este compuesto nitrogenado pueden reducir la reproduccion de los organismos
del zooplancton, se analiz6 la concentracion de amonio en el segundo y sexto dia
de experimento después de transferir los rotiferos a los medios experimentales
parcialmente renovados. La concentracion de amonio se estimé mediante un
analisis cuantitativo fotométrico usando un juego de reactivos (Spectroquant,
Merck) en cada una de las réplicas de los seis tratamientos experimentales. Este
método, con un limite de deteccidon de 30-3000 pg L%, estd basado en una
reaccion de color en la que el amonio presente en la muestra reacciona para dar

un indofenol azul.

Ademas de estimar la concentracion de amonio en cada uno de los
tratamientos experimentales al principio y al final del experimento, cada dia que
se transferian los rotiferos se media también el pH en los cuatro medios
experimentales obtenidos con el sistema de filtracion tangencial (CF, DF, CR y

DR), utilizando un medidor de pH (Crison GLP22) previamente calibrado.

En el segundo y sexto dia de experimento, después de transferir los rotiferos,
se estim6 también la densidad de Cryptomonas en cada una de las réplicas
experimentales. La concentracién residual de algas se estimdé por duplicado
sedimentando 3-4 ml de medio fijado con lugol acético en cdmaras Uthermohl.
Debido a la baja densidad de células utilizada en estos experimentos y al poco
volumen de medio que se disponia, se contaron todas las células sedimentadas

sobre la cdmara para poder ser mas precisa la cuantificacion.

El efecto de la IQ de Daphnia sobre la poblacion de K. cochlearis en el medio
con exudados de Daphnia filtrado (IQf) y retenido (IQr) obtenidos con el sistema
de filtracion tangencial, y el efecto conjunto de la CE e IM también en el medio
filtrado [(CE+IM)f] y retenido [(CE+IM)g], se calcularon con las siguientes

ecuaciones:
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CF —DF CR -DR

10 =5 —2F . 100 1Qp = =2=PR 100

QF cE * Qr R
(CE+IM)g = B%)ﬁ‘?,xmo (CE+IM)g = 2R=PRD 440

donde CF, DF, DFD, CR, DR y DRD son el nimero medio de individuos de

Keratella de las tres réplicas en los correspondientes tratamientos.

Para evaluar la importancia relativa de la IQ de Daphnia sobre la poblacion de
Keratella en el medio filtrado (IQRf) y en el medio retenido (IQRR) con exudados
de Daphnia respecto a los tres mecanismos de interaccion entre Daphnia vy

Keratella, se utilizaron las siguientes expresiones:

IQF IQr
IQRF = — F 100 IQRg = 100
QRF = 108 + (CE+ M) © QRR = 10n + (CE+ M)

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA (Statsoft).
La normalidad de las variables se analizd con el andlisis de Kolmogorov-Smirnov y
la homogeneidad de varianzas con el analisis de Bartlett (SOKAL & ROHLF, 1995).
Para analizar los efectos de los diferentes mecanismos de interaccion de Daphnia
sobre la dinamica poblacional de K. cochlearis, y evaluar si los medios
experimentales filtrados y retenidos obtenidos con el sistema de filtracion
tangencial ejercian algun efecto sobre la dinamica del rotifero, se realizé6 un
analisis de la varianza de dos vias para medidas repetidas. Este tipo de analisis
son recomendados para evitar la pseudoreplicacion temporal cuando se utilizan
disefios experimentales con medidas repetidas en el tiempo (HULBERT & WHITE,
1993). El efecto de la IQ asi como el efecto conjunto de la CE, IM e IQ sobre la
poblacién de Keratella se compar6 mediante analisis de la minima diferencia
significativa (LSD, least-significant-difference), ajustando los valores de
probabilidad al nimero de analisis simultaneos mediante el método secuencial de
Bonferroni (Rice, 1989). Para analizar diferencias en la concentracién residual de
Cryptomonas entre algunos tratamientos experimentales se realizaron analisis no
paramétricos (pruebas U de Mann-Withney) en lugar de analisis paramétricos

debido a la heterogeneidad de varianzas.
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RESULTADOS

La densidad de K. cochlearis aumentd progresivamente en el tiempo en los
tratamientos control y en los tratamientos con sustancias exudadas por Daphnia
de forma mas o menos paralela, mientras que el rotifero se mantuvo con
densidades muy bajas, similares a la densidad inicial, en los tratamientos con
medios precondicionados con Daphnia donde el claddcero estaba presente (Figura
5.3.). Aunque Daphnia impidié que la poblacion de Keratella alcanzara altas

densidades, el cladocero no llegé a excluir completamente a la poblacién de

Keratella.
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Figura 5.3. Densidad de K. cochlearis en los tratamientos experimentales con medios
filtrados y retenidos obtenidos con el sistema de filtracién tangencial. IQ= interferencia
quimica, IM= interferencia mecanica, CE= competencia explotativa. (Media + error

estandar, n = 3).

Un ANOVA de dos vias para medidas repetidas mostré que Daphnia redujo
significativamente la densidad de Keratella, y que el efecto de Daphnia sobre la
poblacion del rotifero se hacia mas intenso a lo largo del tiempo (Daphnia x
tiempo) (Tabla 5.1.). Analisis LSD mostraron que Daphnia reducia
significativamente la densidad de K. cochlearis por 1Q, y especialmente por
CE+IM (Tabla 5.2.).
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Tabla 5.1. Andlisis de la varianza para medidas repetidas evaluando los efectos de los mecanismos de

interaccién de Daphnia y de los medios experimentales filtrados y retenidos obtenidos con el sistema de

filtracion tangencial (TFF) sobre la dinamica de la poblacién de Keratella cochlearis.

Efecto g.l. MS F P
Daphnia 2 8972.1 180.04 <0.000001
TEF 18 0.36 0.559
Daphnia x TFF 2 162.5 3.26 0.074
Error 12 49.8

Tiempo 7646.1 367.01 <0.000001
Daphnia x tiempo 1474.4 70.77 <0.000001
TFF x tiempo 80.7 3.87 0.017
Daphnia x TFF x tiempo 48.1 2:31 0.055
Error 36 20.8

g.l.: grados de libertad.

La dinamica temporal de
la poblacion de K. cochlearis
fue similar en los medios
filtrados y retenidos obte-
nidos con el sistema de
filtracion tangencial (TFF) en
todos los tratamientos
experimentales (Figura 5.3.).
Un ANOVA para medidas
repetidas no mostré un

efecto significativo de este

Tabla 5.2. Valores de probabilidad de comparaciones LSD
entre la densidad de K. cochlearis en los diferentes
tratamientos experimentales (dia2-dia8): control, interfe-
rencia quimica (IQ), competencia explotativa e interferen-
cia mecanica y quimica (CE+IM+IQ).

Tratamiento 1Q CE+IM+IQ
Control 0.012* <0.000001
1Q <0.000001

*Valor de probabilidad significativo (<0.05) considerando el
numero de analisis simultdneos utilizando el método
secuencial de Bonferroni.

factor (Tabla 5.1.). Este resultado sugiere que la(s) sustancia(s) responsable(s)

de la IQ de Daphnia sobre Keratella se encuentra(n) en la misma concentracion

en el medio filtrado y en el medio retenido precondicionado con Daphnia. De este

modo, esta(s) sustancia(s) tendria(n) un peso molecular inferior a 15 000-25 000

Da (véase material y métodos).

El pH vari6 entre 8.24 y 8.39 en los medios previamente precondicionados con

Daphnia, siendo practicamente similar al pH medido en los medios control filtrado

y retenido (Tabla 5.3.). La concentracién media de amonio estimada en los dias 2

y 6 del experimento también fue similar en todos los tratamientos
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experimentales, sin encon-
trarse diferencias significa-
tivas (p>0.05; Tabla 5.3.).

Tabla 5.3. Valores medios * error estandar de pH vy

concentracion de amonio

tratamientos experimentales.

(NHs*) en los diferentes

La importancia absoluta y
relativa de laIQ y de la CE e
IM de Daphnia

poblaciéon de Keratella varia-

sobre la

ron en funcién del tiempo de
forma similar en los medios
filtrados y retenidos obteni-
sistema TFF
(Figura 5.4.). La IQ disminuia

en el tiempo en términos

dos con el

absolutos y relativos, mien-

Tratamientos pH NH4* (ug L)
(Dia 0-Dia 8) (Dia 2 y Dia 6)
CF 8.21 £ 0.04 87.30 £ 30.35
CR 8.30 £ 0.05 89.94 + 15.58
DF 8.24 £ 0.07 65.65 +8.18
DR 8.39 £ 0.04 84.39 + 8.45
DFD = 76.74 £ 31.94
DRD = 66.23 £ 0.74
CF=medio control filtrado; CR=medio control retenido;
DF=medio precondicionado con Daphnia filtrado;
DR=medio precondicionado con Daphnia retenido;

DFD=medio precondicionado con Daphnia filtrado con una
Daphnia; DRD=medio precondicionado con Daphnia
retenido con una Daphnia.

tras que la CE e IM aumentaban progresivamente hasta el final del experimento.

La importancia relativa de la IQ en el segundo dia de experimento fue de un 50-

73%, y disminuyo rapidamente hasta llegar a ser despreciable en el dia 8.
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Figura 5.4. Reduccion de la densidad de K. cochlearis por interferencia quimica (IQr e IQg) y por

competencia explotativa e interferencia mecanica [(CE+IM)r y (CE+IM)z] con Daphnia en los medios

filtrados y retenidos obtenidos con el sistema de filtracién tangencial. Las lineas verdes discontinuas

representan la contribucién relativa de la IQ de Daphnia respecto a los tres mecanismos de interaccion.

80



Competencia entre cladéceros y rotiferos

La concentracion media residual de Cryptomonas estimada en los tratamientos
de IQ de Daphnia (filtrado y retenido) después de los dos primeros dias de
experimento no se redujo respecto a la concentracion inicial de alimento (100 cel
ml™!, véase Figura 5.5.). En cambio, en los tratamientos control la concentracién
de alimento residual si se redujo respecto a la densidad inicial de Cryptomonas.
Analisis U de Mann-Withney mostraron que la concentracién residual de alimento
en el dia 2 de experimento era significativamente mayor en el tratamiento con
medio precondicionado con Daphnia filtrado a través del sistema de filtracién
tangencial (DF) que en el medio control filtrado (CF) (U=0.00; Z=-1.96; p<0.05).
No se pudo evaluar si en este mismo dia de experimento habia también
diferencias significativas en la concentracion de alimento residual en los
respectivos tratamientos retenidos obtenidos con el sistema TFF debido a que el
mal estado de conservacion de 2 réplicas del tratamiento retenido del medio

precondicionado con Daphnia (DR) impidié su contaje (véase Figura 5.5.)

120 120
FILTRADOS RETENIDOS

—r Bl Control
Il 1Q
Bl CE+IM+IQ

100 - 100

80 80

Concentracion Umbral
de K. cochiearis

Concentracién Umbral
de K. cochlearis

601 60

Cryptomonas sp. (cel/ml)

40 4

20 1 20

0= 0-

Dia 2 Dia 6 Dia 2 Dia 6
Figura 5.5. Concentracion residual de alimento (media + error estdndar, n=3) en los
diferentes tratamientos experimentales: IQ= interferencia quimica, IM= interferencia mecanica,
CE= competencia explotativa. La concentracion residual de Cryptomonas no pudo estimarse en
el dia 2 de experimento en 2 réplicas del tratamiento IQ en el medio retenido, ni en el dia 6 en

ninguna de las tres réplicas del tratamiento CE+IM+IQ en el medio retenido (véase texto).
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Por otro lado, la actividad de alimentacion de Daphnia redujo la concentracion
de algas en el dia 2 por debajo de la concentracion de alimento umbral estimada
para este clon de K. cochlearis alimentada con esta cepa de Cryptomonas (69 %
15 (error estandar) cel ml™?, véase capitulo 3). La densidad de Cryptomonas en el
tratamiento control y en el tratamiento de IQ después de 6 dias de experimento
era practicamente similar, y se encontraba en niveles muy por debajo de la

concentracion umbral de Keratella.

DISCUSION

En este estudio se muestran evidencias de que Daphnia puede también afectar
negativamente a la poblacion del rotifero Keratella cochlearis por interferencia
quimica. Aunque la densidad de Keratella aumentd en el tiempo de forma mas o
menos paralela en los medios control y en los medios precondiciohados con
Daphnia (Figura 5.3.), la densidad del rotifero era significativamente menor en los
medios precondicionados con Daphnia que en los medios control (Tabla 5.2.). Ya
que no se observaron diferencias de pH ni de concentracion de amonio entre los
diferentes tratamientos, estos resultados sugieren que en el medio
precondicionado con Daphnia deberia haber alguna sustancia quimica que pudiera
ser responsable de la inhibicion del crecimiento de Keratella. No obstante, la
importancia relativa de esta IQ respecto a los mecanismos mas conocidos de
competencia explotativa e interferencia mecanica entre claddceros y rotiferos es
realmente despreciable. Es al comienzo del experimento (dia 2) cuando la
importancia relativa de la IQ es mayor o igual que la importancia relativa de la CE
e IM (Figura 5.4.). Sin embargo, cuando los efectos de la limitacion por la
cantidad de alimento debido a la actividad de alimentacion de Daphnia se hacen
sentir sobre la poblacién de Keratella, es la CE el mecanismo que ejerce una

influencia mayor sobre la poblacion del rotifero.

El efecto de Ila IM entre cladoceros y rotiferos debe manifestarse
principalmente durante los primeros dias de experimento (MACISAAC & GILBERT,
1991b). En este sentido, en el dia 2 de experimento, analisis LSD no mostraron
diferencias significativas de la densidad de Keratella ni entre los tratamientos CF
y DFD (p=0.54), ni entre los tratamientos CR y DRD (p=0.32). De este modo,

aunque el diseino experimental realizado en este estudio no permite discriminar
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entre los efectos de la CE y la IM de Daphnia sobre K. cochlearis, estos resultados
sugieren que la IM con grandes individuos de Daphnia (>1.2 mm) podria
considerarse despreciable en estos experimentos. Ademas, los individuos de este
clon de K. cochlearis tenian una espina posterior muy larga (48.5 + 5.93 uym), y
se ha descrito que la presencia de esta espina posterior en K. cochlearis la hace
menos vulnerable a la IM con Daphnia (GILBERT, 1988b). Por otro parte, la
existencia de un efecto de Daphnia acentuado en el tiempo (Tabla 5.1.) sugiere la
existencia de una fuerte CE (MACISAAC & GILBERT, 1991b; CONDE-PORCUNA,
2000).

En un estudio previo, CONDE-PORCUNA (1998) observo cambios de historia de
vida en K. cochlearis inducidos por sustancias quimicas excretadas por Daphnia
longispina, utilizando también un genotipo de espina fija de K. cochlearis. En este
estudio se mostraba que K. cochlearis reducia significativamente su fecundidad vy,
en consecuencia, su tasa de crecimiento en un medio precondicionado con
Daphnia. CONDE-PORCUNA (1998) sugirid6 que esta menor produccion de huevos
de Keratella en el medio precondicionado con Daphnia podria ser debido a una
reduccion de la tasa de filtracion del rotifero. CONDE-PORCUNA observd un efecto
mucho mas intenso de la IQ de Daphnia sobre Keratella que el observado en el
presente estudio. Estas diferencias sugieren que diferentes cepas de K. cochlearis
podrian tener diferente susceptibilidad a la IQ con cladéceros, y quizas también,
que la calidad nutricional del alimento algal empleado (Dictyosphaerium vs.

Cryptomonas) podria influir sobre la respuesta de los rotiferos a esta IQ.

La IQ ha sido descrita en estudios previos para copépodos y cladoceros (FOLT
& GOLDMAN, 1981; MATVEEV, 1993). FOLT & GOLDMAN (1981) observaron que la
tasa de filtracion del copépodo Diaptomus tyrrelli se reducia en la presencia de su
competidor y depredador potencial, Epischura nevadensis, a través de una
sustancia quimica liberada en el agua por Epischura. MATVEEV (1993) observd
que la tasa de alimentacion de Daphnia carinata y Daphnia lumholtzi se reducia
en presencia de una sustancia quimica excretada por Daphnia carinata, inhibiendo
la alimentacion de los individuos de su misma especie y la de los individuos de
una especie competidora. En el presente estudio, en el dia 2 de experimento se
observé que la concentracion residual de Cryptomonas en el medio
precondicionado con Daphnia filtrado (DF) fue significativamente mayor que en el

medio control filtrado (CF). Este resultado sugiere que los rotiferos podrian haber
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reducido su tasa de filtracion como consecuencia de la IQ de Daphnia. Esta
posible menor tasa de filtracion de los rotiferos durante los primeros dias de
experimento podria explicar por qué los efectos de la IQ del cladécero sobre la
dindmica temporal de Keratella se hicieron mas patentes en los dias 4 y 6 del
experimento (Figura 5.3.). Sin embargo, habria que responder también a otra
pregunta: épor qué la densidad media de Keratella es practicamente igual en los
tratamientos control y de IQ en el dia 8 de experimento, en vez de acentuarse
cada vez mas las diferencias entre estos tratamientos?. Una posible respuesta
podria ser que debido a la baja concentracién de alimento que hay después del
dia 6, muy por debajo de la concentracion de alimento umbral de este clon de K.
cochlearis (véase Figura 5.5.), los rotiferos estarian tan limitados por la cantidad
de alimento que cualquier otro efecto negativo (IQ) apenas seria relevante. En
consecuencia, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que una fuerte
limitacion por cantidad de alimento podria reducir la importancia que juega la IQ
de Daphnia sobre esta especie de rotifero. Recientemente, WEBER (2001) ha
sefialado que el efecto combinado de la concentracion de alimento y de la
induccion de cambios de historia de vida en Daphnia por sustancias quimicas
producidas por sus depredadores (Chaoborus y peces) es complejo. En dicho
estudio, WEBER (2001) mostré que a bajos niveles de alimento las respuestas de
distintos parametros de historia de vida de Daphnia a las sustancias exudadas por
sus depredadores se ven aumentadas. Sin embargo, este tipo de estudios no se
han realizado aun en rotiferos, siendo por tanto necesario profundizar mas en la
interaccion entre cantidad de alimento e importancia de la IQ de cladéceros sobre

rotiferos.

Los resultados obtenidos en este estudio también indican que la o las
sustancias exudadas por Daphnia responsables de la IQ sobre K. cochlearis
deberian tener un peso molecular inferior a 15 000-25 000 Da, ya que la
respuesta de la poblacion de Keratella fue similar en el medio precondicionado
con Daphnia filtrado y retenido obtenidos con sistema de filtracion tangencial.
Este es el primer estudio que ha caracterizado el corte molecular de estas
sustancias. Seria necesario realizar mas estudios para poder identificar cual es
realmente la naturaleza de esta o estas sustancias. En ciliados se ha mostrado
que algunas sustancias quimicas producidas por sus depredadores son proteinas.
KuscH & HECKMAN (1992) aislaron y caracterizaron una proteina con una masa

de 31.5 KDa producida por el ciliado Lembadion bullinum que induce cambios
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morfolégicos en ciliados del género Euplotes. KuscH (1993) también aislo otra
proteina de 17.5 KDa producida por el turbelario Stenostomum sphagnetorum
que afecta a la morfologia de Euplotes. En claddceros también se han identificado
algunas sefales quimicas. Por ejemplo, TOLLRIAN & VON ELERT (1994) han
caracterizado, empleando técnicas de HPLC y de ultrafiltracion, que la sustancia
producida por Chaoborus que induce ciclomorfosis en Daphnia es una molécula
relativamente pequefia (<500 Da). VON ELERT & Loose (1996) también han
caracterizado sustancias quimicas exudadas por peces (<500 Da) responsables

de inducir la migracion vertical en daphnidos usando técnicas similares.

En resumen, los resultados obtenidos en este capitulo muestran que aunque
los cladoceros pueden interferir quimicamente con los rotiferos a través de
sustancias quimicas exudadas en el agua (<15 000-25 000 Da), la importancia
relativa de esta IQ respecto a la CE por los recursos alimenticios compartidos
podria ser despreciable, al menos sobre la dindmica poblacional de esta poblacion

de Keratella cochlearis.
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6

Impacto de la depredacion por copépodos

sobre la fecundidad de Keratella cochlearis

INTRODUCCION

En numerosas ocasiones se ha mostrado que la depredacion selectiva e
intensa de copépodos ciclopidos y calanoides sobre rotiferos puede ejercer una
gran influencia sobre la dindmica de las poblaciones naturales de estos
organismos (BRANDL & FERNANDO, 1979; WILLIAMSON, 1984; STEMBERGER &
EVANS, 1984; LAIR, 1990; PAUL & SCHINDLER, 1994; PLABMANN et &l., 1997;
CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998; YOsHIDA et al., 2000; DIEGUEZ & GILBERT,
2002). La observacién directa de las interacciones que pueden ocurrir entre estos
depredadores invertebrados y sus especies presa puede dar una informacion muy
valiosa acerca de la vulnerabilidad que pueden tener distintas especies a ser
depredadas y, por tanto, de la influencia que podria ejercer un depredador sobre

la dindmica de las poblaciones de sus presas.

Algunos estudios han mostrado que la depredacion selectiva por un rotifero
depredador (Asplanchna) sobre hembras ovigeras de Keratella cochlearis puede
reducir la fecundidad de esta especie de rotifero (CONDE-PORCUNA & SARMA,
1995; CONDE-PORCUNA & DECLERCK, 1998). Sin embargo, aunque numerosos
estudios experimentales han analizado el comportamiento de alimentacion de
algunas especies de copépodos calanoides (WILLIAMSON & BUTLER, 1986;
WILLIAMSON, 1987) y ciclopidos (JuDITH & HIRAM, 1979; WILLIAMSON & GILBERT,
1980; RocHE, 1990a; LAPESA et al., 2002) sobre distintas especies de rotiferos,

los estudios que han considerado el impacto que estos depredadores
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invertebrados pueden ejercer sobre la fecundidad y, en consecuencia, sobre las
tasas de natalidad de rotiferos son muy escasos (RocHE, 1990b; LEBLANC et &l.,
1997). LEBLANC et al. (1997) sugirieron que el copépodo Diacyclops thomasi
ingiere huevos de Keratella cochlearis en el Lago Ontario sin llegar a consumir las
propias hembras que transportan estos huevos. Por otro lado, WILLIAMSON &
BUTLER (1986) también observaron resultados similares para el calanoide
Diaptomus pallidus. Sin embargo, las consecuencias de este comportamiento de
depredacién por copépodos ciclépidos y calanoides sobre la fecundidad de
rotiferos no se han analizado aun en detalle, y ademas seria importante analizar

si existen diferencias en estos aspectos para diferentes especies de copépodos.

Los objetivos que se plantearon en este capitulo fueron dos: primero, observar
directamente el comportamiento de alimentacion de los copépodos Lovenula
alluaudi (Calanoida) y Acanthocyclops vernalis (Cyclopoida), aislados del embalse
de Iznajar, sobre hembras ovigeras de Keratella cochlearis; y, segqundo, evaluar
mediante un experimento de laboratorio si estas dos especies de copépodos

pueden reducir la fecundidad de Keratella.

MATERIAL Y METODOS

Los individuos de Keratella cochlearis usados en estos experimentos, y el
alimento algal empleado (Cryptomonas sp.) procedian de los cultivos mantenidos
en el laboratorio en las condiciones previamente sefialadas en el capitulo 3 de
esta Tesis. Para realizar este estudio se aislaron de forma adicional del embalse
de Izndjar, un mes antes de empezar los experimentos, hembras y machos
adultos de Lovenula alluaudi (1.2-1.7 mm) y hembras adultas de Acanthocyclops
vernalis (1-1.2 mm). No se pudieron aislar machos de A. vernalis debido a su
escasez en el embalse. Los cultivos de copépodos se mantuvieron en frascos de
vidrio con 500 ml de agua mineral en una camara de cultivo en las mismas
condiciones de temperatura y luz que los cultivos stock de K. cochlearis (20 +
0.059C; ~20 pE m™ s, 14:10 h luz:oscuridad). Los copépodos se alimentaron
con una dieta mixta de Cryptomonas sp. (~ 0.2 mg C L'!) y K. cochlearis (~100
ind) cada 1-2 dias.
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Observaciones directas

Se inocularon individualmente 20 hembras partenogenéticas de Keratella
cochlearis con un solo huevo, en estado de formacion muy avanzado, en pocillos
de placas de poliestireno estériles (placas IWAKI de 24 pocillos) conteniendo 2 ml
de agua mineral con Cryptomonas (300 cel ml?). A continuacién se afiadio
suavemente un solo depredador adulto haciendo uso de una pipeta de plastico de
boca ancha. Los copépodos antes de empezar las observaciones se mantuvieron
individualmente en condiciones de ayuno durante 7-10 horas en pocillos con 5 ml
de agua mineral (placas IWAKI de 12 pocillos). Se hicieron 22 observaciones con
el calanoide L. alluaudi (11 hembras y 11 machos) y otras 10 observaciones con
el ciclépido A. vernalis (10 hembras). El comportamiento de alimentacién de cada

copépodo se observo durante 15 minutos usando una lupa estereoscopica.

La eleccién del volumen utilizado en estas observaciones (2 ml) fue fruto de
una solucién intermedia para permitir, por un lado, examinar todo el pocillo sin
necesidad de desplazar la placa durante las observaciones y, por otro lado, que
los copépodos nadaran sin dificultad. Estudios previos que han realizado también
observaciones directas del comportamiento de alimentacion de copépodos sobre
diferentes tipos de especies presa (rotiferos, cladoceros, copepoditos y nauplios)
han utilizado volimenes similares (p. ej. JAMIESON, 1980; WILLIAMSON, 1987), e
incluso menores, concretamente 1 ml (WILLIAMSON & GILBERT, 1980; ROCHE,
1990b) y 0.5 ml (CIrRos-PEREZ, 2001).

Durante las observaciones se anotaba cada captura, ingestion y rechazo de las
presas. Se distinguieron tres tipos diferentes de ingestiones y otros dos tipos de
rechazos después de que una hembra ovigera de Keratella fuera capturada por

los copépodos:

I1uevo+ke: ingestion de la hembra y su huevo.

INGESTION < I1uevo: ingestion solamente del huevo y no de la hembra.
Iy.: ingestion solamente de la hembra y no de su huevo.
CAPTURA
R: rechazo de la hembra ovigera integra, sin perder el

RECHAZO  { huevo.

Rhuevo: rechazo de la hembra pero el huevo es escindido

\ de la madre.
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Se observé la viabilidad de los huevos de Keratella que habian sido escindidos
de sus madres cuando las hembras de Keratella eran rechazadas por los
copépodos y cuando estos solo ingerian las hembras. Estos huevos se incubaron
individualmente en pocillos con 2 ml de agua mineral con Cryptomonas (300
cel mI'!), y se observd si eclosionaban en las siguientes 24 o 48 horas. Se
consider6 un tiempo maximo de 48 h porque en estas condiciones
experimentales, la eclosion de huevos de individuos de Keratella saludables tiene

lugar en menos de 24 horas (observacion personal).

Efecto de la depredacion por copépodos sobre la fecundidad de K.

cochlearis

Con el objetivo de evaluar el efecto de la depredacion por Lovenula alluaudi y
Acanthocyclops vernalis sobre la fecundidad de K. cochlearis en las mismas
condiciones experimentales en las que se realizaron las observaciones directas, se
inocularon 20 hembras del rotifero (10 hembras adultas con un solo huevo,
también en estado de formacion avanzado, mas 10 hembras sin huevo de distinta
edad cogidas al azar del cultivo stock) en pocillos con 2 ml de agua mineral con
Cryptomonas (300 cel ml?'). Posteriormente, en cada pocillo experimental se
afiadié un solo depredador adulto. Antes de empezar los experimentos, los
copépodos se mantuvieron también individualmente en condiciones de ayuno en
pocillos con 5 ml de agua mineral durante 7-10 h. Se hicieron 46 réplicas con el
calanoide L. alluaudi (20 machos y 26 hembras) y otras 20 réplicas con el
ciclépido A. vernalis (20 hembras). Las placas se incubaron a 20°C durante 30

minutos en oscuridad en una camara de cultivo (memmert ICP 400-800).

Después del periodo de incubacion, para calcular la fecundidad, se contaron
las hembras de Keratella con huevo y sin huevo que sobrevivieron a la
depredacion de los copépodos, asi como los posibles huevos sueltos. La
fecundidad se estimdé como la razon entre el nimero total de huevos dividido
entre el numero total de hembras de Keratella. La fecundidad inicial de Keratella
fue de 0.5. En observaciones preliminares se observo que en un periodo de 30
minutos de incubacién podian eclosionar algunos huevos, de forma que la
proporcién de hembras con huevo del total de hembras podia reducirse en los

tratamientos por el nacimiento de nuevos individuos y no por depredacion de los
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copépodos. Por este motivo se hicieron 20 réplicas de un tratamiento control sin

depredadores.

Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA (StatSoft).
Se utilizaron analisis no paramétricos en lugar de analisis paramétricos debido a
que algunas variables no se ajustaron a una distribucion normal, y tampoco se
observé una homogeneidad de varianzas. La normalidad de las variables se
analizé mediante analisis de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de

varianzas mediante pruebas de Bartlett (SOKAL & ROHLF, 1995).

Para evaluar si el comportamiento de alimentacion de machos y hembras de
Lovenula sobre hembras ovigeras de K. cochlearis era diferente, se realizaron
pruebas U de Mann-Whitney. Por otro lado, para comparar diferentes
comportamientos observados para cada especie de copépodo después de capturar
a una hembra ovigera del rotifero, se utilizaron analisis pareados de Wilcoxon. Y
por ultimo, para evaluar si los copépodos depredadores reducian la fecundidad de
Keratella respecto al tratamiento control se realizaron pruebas U de Mann-
Whitney.

RESULTADOS

Comportamiento de alimentacion de L. alluaudi y A. vernalis sobre

hembras ovigeras de K. cochlearis

En la tabla 6.1. se indican las interacciones observadas entre los copépodos y
hembras ovigeras de K. cochlearis. Analisis U de Mann-Withney no mostraron
diferencias significativas entre machos y hembras de Lovenula, ni en cuanto al
nimero medio de capturas, ni en cuanto a los diferentes tipos de interaccion
depredador-presa observados después de una captura. No obstante, en las
observaciones con hembras de Lovenula hubo ocasiones en que ante el rechazo

de una hembra ovigera de Keratella, ésta perdia su huevo hundiéndose en el
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pocillo experimental (Rpuevo), COMportamiento que no se llegd a observar para los

machos de Lovenula.

Tabla 6.1. Comportamiento de alimentaciéon de machos y hembras de Lovenula alluaudi y de hembras
de Acanthocyclops vernalis sobre hembras ovigeras de K. cochlearis durante 15 minutos de observacién
directa. Los valores son medias + error estandar. El comportamiento de machos y hembras de Lovenula

es comparado mediante pruebas U de Mann-Withney.

L. alluaudi A. vernalis

Machos Hembras u p Hembras

(n=11) (n=11) (n=10)
Captura 5.82 +1.66 5.36 £ 0.69 51.5 0.56 3.70 £ 1.07
Thuevo+ke 0.27 £ 0.14 1.27 £ 0.41 32.5 0.07 0.90 +£ 0.28
Ihuevo 1.00 £ 0.30 1.18 £ 0.33 55.0 0.72 0.90 £+ 0.41
Ixc 0 0 = & 0.20' £ 0,13
R 455+1.70 2.36 £0.51 49.0 0.45 1.50 +1.08
Rhuevo 0 0.55 £ 0.16 - = 0.20 £ 0.13

Thuevo+ke = iNgestion de la hembra de Keratella y su huevo; Inuevo = ingestion solamente del huevo y no
de la hembra; Ixc = ingestion solamente de la hembra y no de su huevo; R = rechazo de la hembra
ovigera integra, sin perder el huevo; Rnyevo: rechazo de la hembra ovigera perdiendo el huevo.

Las dos especies de copépodos ingerian tanto los huevos como las hembras
ovigeras completas de Keratella (la hembra y el huevo). Sin embargo, en las
observaciones con el copépodo calanoide se observd una pérdida mayor de
huevos de Keratella por ingestion solamente del huevo y por rechazo de la
hembra ovigera (Ihuevo + Rhuevo) que de hembras ovigeras (Insevorkc) (Figura
6.1a.). En cambio, en las observaciones con el copépodo ciclépido no se
observaron diferencias significativas entre estos comportamientos (Figura 6.1b.).
Pruebas U de Mann-Withney no mostraron tampoco diferencias significativas
entre machos y hembras de Lovenula ni en el nimero total de huevos eliminados
(U=38.50; p=0.15) ni en el nimero de ingestiones de hembras ovigeras
completas (Tabla 6.1.).

La probabilidad de que no eclosionaran los huevos escindidos de sus madres,

que no llegaron a ser ingeridos por los copépodos, fue 0.67 (4/6) en las

92



Depredacidn por copépodos sobre K. cochlearis

observaciones con Lovenula y 0.25 (1/4) en las observaciones con
Acanthocyclops. En condiciones saludables del cultivo stock de Keratella, de
donde provenian las hembras ovigeras utilizadas en estos experimentos, la
probabilidad de que los huevos unidos a sus madres eclosionaran después de 24

horas era 0.99 (n=336) (observacién personal).

1.8 1.8
a) Lovenula b) Acanthocyclops

1.6 1 1.6

7=20 7=13.50

Z=0.085

1.4 - I 1.4 1 p=0.93
1:2 1 121
1.0 1 1.04
0.8 0.8 1
05 08

0.4 0.4
021 /// . 021 % g
e %// 7 oo Rhu/evo

Huevos Hembras ovigeras Huevos Hembras ovigeras

Figura 6.1. Analisis pareados de Wilcoxon comparando el nimero de huevos ingeridos y escindidos de
hembras ovigeras de K. cochlearis (Inuevot Rhuevo) Y €l nimero de ingestiones de hembras ovigeras
integras (Inuevo+ke) durante las observaciones directas del comportamiento de alimentacion de (a)
machos y hembras de Lovenula alluaudi (n=22) y (b) hembras de Acanthocyclops vernalis (n=10). Los

valores son medias + error estandar.

Efecto de la depredacién por L. alluaudi y A. vernalis sobre la fecundidad

de K. cochlearis

La fecundidad de K. cochlearis fue significativamente reducida por la
depredacion de Lovenula (U=257.5; p<0.01), mientras que Acanthocyclops no
mostr6 tal efecto (Figura 6.2.). Los efectos de la depredacién sobre la fecundidad
de Keratella eran similares entre machos y hembras de Lovenula (U=209.5;
p=0.26).
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Tabla 6.2. Huevos de K. cochlearis escindidos, hembras de K. cochlearis ovigeras (KChuevo) Y NO Ovigeras (Kc) después del periodo de incubacion en el control (sin
depredador) y en los tratamientos con copépodos depredadores. Estos valores se compararon estadisticamente con respecto al control mediante pruebas U de Mann-

Wwithney.
Control L. alluaudi A. vernalis
(n=20) (n=46) (n=20)
Media + EE Media + EE U p Media = EE U p
Huevos escindidos 0 0.02 £ 0.02 0
Kchyevo 9,65 £0.11 7,11 % 10.23 55 <0.000001 8.90 £ 0.31 122.5 <0.05
Kc 10.70 & 0.22 9.93 £0.31 380.5 >0.05 0,701 0.37 118 <0.05

EE: error estandar de la media.
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En la Tabla 6.2. se indica el nimero de hembras ovigeras y no ovigeras de
Keratella que sobrevivieron a la depredacion de los copépodos. Lovenula redujo
significativamente el numero de hembras ovigeras de Keratella, mientras que el
numero de hembras sin huevo era similar al control. Estos resultados sugieren
que Lovenula se alimentd selectivamente sobre hembras ovigeras y/o sobre los
huevos de Keratella sin llegar a ingerir las hembras que portan estos huevos. En
cambio, Acanthocyclops redujo significativamente tanto el nimero de hembras
ovigeras de Keratella como el nimero de hembras sin huevo, manteniéndose
constante respecto al control la proporcion del nimero de huevos por hembra de
Keratella.

0.50
ns
0.48

0.46 -

0.44 - p<0.01

Fecundidad de K. cochlearis

0.42 4

0.40 - Control Lovenula Acanthocyclops

Figura 6.2. Fecundidad media (+ error estandar) de K. cochlearis en el tratamiento control sin
depredadores (n=20), y en los tratamientos con machos y hembras de Lovenula alluaudi
(n=46) y con hembras de Acanthocyclops vernalis (n=20). La medias se compararon

estadisticamente mediante pruebas U de Mann-Withney.

DISCUSION

El comportamiento de alimentacion de Lovenula y Acanthocyclops fue
diferente. El copépodo calanoide se mantenia continuamente en suspension
filtrando Cryptomonas de manera que, generalmente, no atacaba a las presas
sino que las capturaba de forma pasiva al quedar atrapadas en las corrientes de

alimentacion originadas por el copépodo. Este mismo comportamiento también se
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ha observado en el calanoide Diaptomus pallidus cuando depreda sobre rotiferos,
y ha sido definido como “captura pasiva” (WILLIAMSON, 1987). Cuando Lovenula
capturaba una hembra ovigera de Keratella, ésta era generalmente capturada por
el huevo. Sin embargo, Acanthocyclops permanecia mas tiempo en reposo en el
fondo del pocillo que nadando y atacaba a Keratella dando un salto enérgico
sobre ella. Este comportamiento ha sido también observado en otras especies de
copépodos ciclopidos (Cyclops bicuspidatus y Mesocyclops edax) cuando depredan
sobre rotiferos (WILLIAMSON & GILBERT, 1980; WILLIAMSON, 1983; LAPESA et 4l.,
2002).

WILLIAMSON & BUTLER (1986) mostraron que aunque K. cochlearis no era
ingerida por el calanoide Diaptomus pallidus, el copépodo si ingeria sus huevos.
En el presente estudio se observo que Lovenula ingeria tanto los huevos como las
hembras ovigeras de Keratella. El diferente comportamiento entre Diaptomus
pallidus y Lovenula alluaudi podria ser debido al diferente tamafio del cuerpo de
ambas especies. Los individuos adultos de Diaptomus pallidus utilizados en el
estudio de WILLIAMSON & BUTLER (1986) tenian una longitud de 1-1.2 mm. En
cambio, los individuos de Lovenula usados en el presente estudio tenian
longitudes de 1.2-1.7 mm, de forma que este calanoide podria ingerir presas
mayores. Recientemente, GREEN (2001) ha descrito que Lovenula falcifera, un
congénere de Lovenula alluaudi, es un gran depredador de rotiferos y ha
observado en su interior, ademas de varias especies de rotiferos (Keratella
cochlearis, Trichocerca capucina, Cephalodella sp.), presas mas grandes (p. €j. el
cladocero Chydorus sp. y otros copépodos). En dicho estudio el rotifero presa mas
registrado en el interior de los individuos de Lovenula falcifera analizados fue

Keratella cochlearis (78% del total de presas registradas).

Por otro lado, LEBLANC et 4/.(1997) también sugirieron que el copépodo
ciclépido Diacyclops thomasi (1-1.4 mm) depredaba los huevos de K. cochlearis
sin llegar a consumir a sus madres. Sin embargo, las observaciones directas
realizadas en el presente estudio han mostrado que A. vernalis depredaba tanto
los huevos de Keratella como las hembras ovigeras completas de esta especie de
rotifero, sin mostrar un comportamiento de depredacién selectiva sobre sus
huevos. Este diferente comportamiento entre estas especies de ciclopidos podria
deberse a que A. vernalis podria ser un depredador mdas voraz que Diacyclops.

JUDITH & HIRAM (1979) observaron que Acanthocyclops vernalis consumia con
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mucha frecuencia individuos enteros de Asplanchna, Diaphanosoma y Diaptomus.
Estas presas son de mayor tamano que K. cochlearis, y por tanto, Acanthocyclops
vernalis podria no tener ninguna dificultad para ingerir los individuos con huevo
de Keratella.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, Lovenula reduce la
fecundidad de Keratella cochlearis mientras que Acanthocyclops no tiene efecto.
Sin embargo, estos resultados deberian interpretarse con ciertas consideraciones.
Lovenula redujo la fecundidad de Keratella al reducir significativamente, respecto
al tratamiento control, sélo el numero de hembras ovigeras del rotifero
manteniéndose similar el nimero de hembras sin huevo. Estos resultados
sugieren, por tanto, que Lovenula depredd selectivamente hembras ovigeras y/o
los huevos de estas hembras sin llegar a ingerir a sus madres (siempre y cuando
algunas hembras sin huevo hubieran sido también ingeridas). En cambio, la
fecundidad de Keratella no se vio reducida por la depredacion de Acanthocyclops
porque esta especie de copépodo depredd en la misma proporcion hembras
ovigeras y hembras sin huevo del rotifero, manteniéndose constante su
fecundidad, y sugiriendo, por tanto, que las hembras con huevo y sin huevo de
Keratella son igual de vulnerables a la depredacion por Acanthocyclops. En
consecuencia, Acanthocyclops podria ejercer también una gran influencia sobre
las tasas de natalidad de K. cochlearis en situaciones naturales al producir una

reduccién del nimero de huevos totales de esta especie de rotifero.

Incluso aunque este estudio se ha realizado en condiciones bastante artificiales
debido al pequefio volumen empleado, las observaciones directas del
comportamiento de alimentacion de estas dos especies de copépodos sobre
hembras ovigeras de Keratella permiten hacer algunas conclusiones en relacion
con la influencia que estos depredadores invertebrados podrian ejercer sobre la
fecundidad de una poblacion natural de K. cochlearis. Ambas especies de
copépodos ingieren tanto los huevos de Keratella, sin llegar a ingerir a sus
madres, como las hembras ovigeras completas de Keratella, es decir, la hembra y
su huevo. De este modo, tanto Lovenula como Acanthocyclops podrian ejercer
una gran influencia sobre la fecundidad de una poblacién de Keratella en un
sistema natural. Ademas, se ha observado que las dos especies de copépodos
pueden provocar una escision de los huevos de Keratella cuando las presas son

rechazadas. Este comportamiento podria también provocar una reduccion
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considerable del nimero de huevos viables en las poblaciones naturales de esta
especie de rotifero, teniendo en cuenta que estos huevos que son escindidos de
sus madres por los copépodos se hundirian hacia capas mas profundas y frias de
la columna de agua con posiblemente menor probabilidad de eclosionar que la
observada en estos experimentos de laboratorio. Sin embargo, se observaron
algunas diferencias entre las dos especies de copépodos en las interacciones
depredador-presa. Lovenula originaba una pérdida significativamente mayor de
huevos del rotifero, por ingestion soélo del huevo y por escision de los huevos
cuando la presa era rechazada, que de hembras ovigeras completas de Keratella,
diferencias que no se observaron para Acanthocyclops. En consecuencia, podria
esperarse que el copépodo calanoide ejerciera un efecto mucho mas importante

sobre la fecundidad de Keratella que el copépodo ciclopido.

En resumen, tanto Lovenula alluaudi como Acanthocyclops vernalis podrian
ejercer una gran influencia sobre la fecundidad y la tasa de natalidad de K.
cochlearis en un sistema natural al depredar tanto las hembras ovigeras como
sélo los huevos de esta especie de rotifero. En consecuencia, la reproduccién de
K. cochlearis podria no estar so6lo controlada por la disponibilidad de alimento en
el medio, sino también por la depredacion de estos depredadores invertebrados.

Mas estudios experimentales permitirian corroborar todas estas observaciones.
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SINTESIS GENERAL

En este estudio se ha realizado un analisis integrado de campo y laboratorio
con el fin de intentar cuantificar la importancia que las interacciones bioticas
(cantidad y calidad del alimento algal disponible, competencia con grandes
cladéceros y depredacién por copépodos) tienen sobre la dindmica poblacional
del rotifero mas relevante en el embalse de Izndjar, Keratella cochlearis. Durante
la primavera de 1997 se realizé una campafia de muestro intensiva en dicho
embalse con una alta periodicidad de muestro (cada 3 dias), acorde con los
tiempos de generacion caracteristicos de los rotiferos. Paralelamente se realizaron
experiencias de laboratorio con el fin de examinar hipotesis y dilucidar diferentes
interacciones bidticas que pudieran existir en el medio natural. Todos los
experimentos de laboratorio se realizaron con organismos del zooplancton
aislados del embalse de Iznajar, y se alimentaron con una cepa de Cryptomonas

sp. aislada también del mismo sistema.

Tradicionalmente la limitacion por alimento es considerada como un factor
bottom-up o ascendente que controla la densidad de una poblacion a través de la
reproduccién, mientras que la depredacion es percibida como un factor top-down
o descendente que controla la densidad de una poblacion exclusivamente a través
de la mortalidad. Generalmente, los estudios que evalian el impacto de la
depredacion sobre las poblaciones naturales de rotiferos no consideran los
posibles efectos adicionales de una mortalidad por depredacion diferencial sobre
huevos y hembras ovigeras de estos animales planctonicos. En el embalse de
Iznajar, un sistema meso-eutrofico, se ha observado que la reproduccion del
rotifero Keratella cochlearis podria estar controlada no sélo por la cantidad de

alimento disponible en el medio, sino también por la depredacion por parte de los
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copépodos depredadores Lovenula alluaudi y Acanthocyclops vernalis, incluso
cuando la concentracion de biomasa algal comestible por el zooplancton alcanza
valores relativamente altos (capitulo 2). La importancia de la depredacién por
estas especies de copépodos sobre los valores de fecundidad de K. cochlearis

quedo corroborada en un estudio experimental (capitulo 6).

En las observaciones de campo se consideré que una concentracion de 0.25
mg C L™ podria ser lo suficientemente elevada como para que la poblacién de K.
cochlearis no estuviese limitada por la cantidad de alimento disponible en el
embalse (véase capitulo 2). Un estudio de laboratorio, en el que se analizo el
efecto de la cantidad de alimento sobre el crecimiento de un clon de K. cochlearis
aislado del embalse de Iznajar, alimentado con una cepa de Cryptomonas sp.
aislada también del mismo sistema, mostrd que, en efecto, estas concentraciones
de alimento permiten al rotifero alcanzar elevadas tasas de crecimiento
poblacional (capitulo 3). En consecuencia, las observaciones realizadas en el
embalse de Iznajar, junto con los resultados obtenidos en las experiencias de
laboratorio sugieren que, en sistemas con cierto grado de eutrofia y elevada
disponibilidad de alimento algal, la reproduccion de los rotiferos podria estar
controlada por la depredacion por copépodos. CONDE-PORCUNA & DECLERCK
(1998) mostraron también que, en un sistema hipertrofico, la abundancia de K.
cochlearis estaba regulada por el rotifero depredador Asplanchna como
consecuencia de la depredacion selectiva sobre hembras ovigeras de esta especie

de rotifero.

Las concentraciones extremadamente bajas de SRP, junto con las elevadas
razones de NT:PT registradas en la superficie del embalse de Iznadjar durante la
primavera de 1997, sugieren que la comunidad fitoplanctonica podria haberse
encontrado en condiciones limitantes de fésforo y, en consecuencia, la posible
peor calidad del alimento algal podria haber condicionado la dindmica poblacional
de los rotiferos en el sistema durante este periodo. Desgraciadamente, en este
estudio no se disponen de datos suficientes de disponibilidad de nutrientes que
permitan evaluar su posible influencia sobre la dinamica poblacional de los
rotiferos en este sistema. En cualquier caso las concentraciones de alimento algal
en el embalse de Iznajar fueron muy elevadas, y en el capitulo 4 se pone de
manifiesto que la importancia de la limitacién por nutrientes es mayor a bajas

concentraciones de alimento, utilizando Cryptomonas sp. como recurso algal.

100



Capitulo 7 E. Ramos. Tesis Doctoral

Ademas, recientemente BOERSMA & KREUTZER (2002) también han observado que
los efectos de la diferente calidad nutricional de algas verdes (Scenedesmus)
sobre el crecimiento de Daphnia son notables a bajas concentraciones de
alimento. Todos estos resultados vienen a contradecir estudios previos que
indican que la calidad nutricional del alimento para el zooplancton sélo es
relevante a altas concentraciones de alimento (STERNER & ROBINSON, 1994;
ROTHHAUPT, 1995). En consecuencia, son necesarios mas estudios para clarificar

esta controversia.

La respuesta tan peculiar de Cryptomonas sp. en condiciones limitantes de
fosforo pone de manifiesto que diferentes especies algales pueden responder de
forma muy distinta a la disponibilidad de nutrientes en el medio, de manera que
la composicion taxonomica del fitoplancton en los sistemas naturales puede ser
un factor muy importante cuando se estudia la limitacion de nutrientes sobre las
poblaciones del zooplancton. En este sentido, BReTT et 4/. (2000) han mostrado
que la diferencia en la calidad del alimento media entre una comunidad algal
dominada por diatomeas y/o criptoficeas frente a una comunidad dominada por
cianobacterias es mayor que el descenso observado en la calidad del alimento
algal a lo largo del rango completo de variabilidad en la razén C:P del seston. En
la actualidad, ain no se han realizado estudios que analicen el crecimiento y/o
abundancia de rotiferos en funcién de las razones C:P del seston. CONDE-
PORCUNA et al. (2002) observaron en un ambiente natural que la fecundidad de
varias especies de rotiferos podria estar afectada por la limitacion de P (estimada
a partir de razones de nitrégeno inorganico disuelto: fosforo reactivo soluble del
medio). En ese estudio, la comunidad algal comestible por el zooplancton estaba
dominada por diatomeas, pero la filiacibn taxonomica parecia ser menos
importante que la limitacion de fosforo sobre la abundancia de rotiferos, aunque
no hay datos de las razones C:P del seston. Es importante destacar, sin embargo,
que cuantificar la disponibilidad real de fésforo para las algas en sistemas
acuaticos naturales puede resultar bastante complicado. SELIG et &l. (2002)
sugieren que la concentracion de fosforo reactivo soluble (SRP) y la composicion
elemental del seston pueden no ser un buen reflejo de las condiciones limitantes
de P que existen en ciertos sistemas acuaticos, debido, por un lado, a que la
determinacién analitica de SRP sobreestima el contenido de ortofosfato realmente
disponible para las algas y, por otro lado, a la interferencia que pueden producir

los sélidos inorganicos en suspension en las medidas sestonicas.
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Las comunidades de fitoplancton de lagos templados meso- a hipereutroficos,
en general, experimentan una sucesion estacional caracterizada por el dominio de
criptoficeas y diatomeas en primavera, una mayor abundancia de cloroficeas al
principio del verano, y un dominio de cianoficeas al final del verano, que es a
menudo sucedido por un desarrollo masivo de diatomeas en otoflo (WETZEL,
1983; SOMMER et 4l., 1986; LAMPERT & SOMMER, 1997). La diferente calidad de
los distintos taxones algales sugiere que el zooplancton estara limitado por la
calidad del alimento de las comunidades fitoplanctonicas cuando estas
comunidades no estén sumamente dominadas por diatomeas o criptoficeas, u
otros grupos algales de alta calidad nutricional (BReTT et a/., 2000). De acuerdo
con los resultados obtenidos en el capitulo 4, concentraciones bajas de N o P en
el medio aumentan la calidad de Cryptomonas como recurso alimenticio para
Keratella, aumentando las tasas de crecimiento del rotifero y su resistencia al
ayuno. De este modo, el crecimiento de las poblaciones del zooplancton
dependera no solo del tamafio algal como principal causa de que una determinada
especie sea comestible, sino que también dependera de las caracteristicas
taxondémicas de las especies algales y de sus necesidades especificas de

nutrientes.

En el embalse de Iznajar, bajo las condiciones de elevada concentracién de
alimento observadas, no se evidencido competencia explotativa ni competencia por
interferencia con individuos de Daphnia de gran tamafio (>=1.2 mm) sobre la
poblacién de K. cochlearis. Este hecho probablemente fue debido a la baja
densidad de grandes claddceros registrada durante el periodo de estudio
(densidad maxima de Daphnia >=1.2 mm igual a 12.04 ind L), y a la baja
concentracion de alimento umbral de K. cochlearis estimada en el laboratorio
(0.018 mg C L!; capitulo 3). Un andlisis experimental, utilizando densidades de
Daphnia mucho mas elevadas que las registradas en el embalse, mostré que el
impacto de la competencia por interferencia (IM e IQ) sobre K. cochlearis fue
minimo (capitulo 5). Este andlisis corrobora la falta de interaccion negativa entre

Daphnia y Keratella en el embalse de Iznajar.

En consecuencia, en el embalse de Iznajar, la depredacion por copépodos
puede ser importante en el control de las poblaciones de rotiferos, mientras que
la competencia por Daphnia seria despreciable. Resultaria interesante profundizar

mas en estos aspectos observando el comportamiento de alimentacién de otras
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especies de copépodos sobre diferentes especies presa de rotiferos bajo
diferentes condiciones ambientales, especialmente el comportamiento de
copépodos calanoides por ser considerados tradicionalmente organismos

herbivoros.

En virtud de todo lo dicho, un aspecto a destacar es que el impacto de la
depredacion por copépodos sobre la fecundidad y dindamica poblacional de
rotiferos podria cambiar en funcion de cambios en la calidad nutricional del
alimento algal. Son, pues, necesarios futuros estudios que analicen la respuesta
de un mayor nimero de grupos algales a la limitacion de nutrientes, bajo
diferentes condiciones ambientales, y su repercusion no soélo sobre las
poblaciones de rotiferos en particular, sino sobre la comunidad zooplanctonica en
general. La importancia relativa de la depredacion sobre distintas especies
zooplanctonicas podria verse afectada por la limitacion de nutrientes del mismo
modo que lo es la competencia entre Daphnia y rotiferos (CONDE-PORCUNA,
2000). Ademas, estudios en sistemas naturales que analicen estos aspectos
deben incluir sistemas oligotréficos donde la disponibilidad de alimento algal para
el zooplancton es menor y, en consecuencia, la importancia de cambios en la

calidad nutricional del alimento puede ser relevante.
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1.

CONCLUSIONES

La depredacion por copépodos puede reducir la fecundidad de Keratella
cochlearis en sistemas naturales y condicionar su distribucion espacial. En
consecuencia, la reproduccién de los rotiferos en los sistemas acuaticos
podria estar regulada no sélo por la cantidad de alimento disponible en el
medio sino también por la depredacion selectiva por parte de estos
depredadores invertebrados sobre hembras ovigeras y/o sobre los huevos

de estos organismos plancténicos.

El efecto de la cantidad de alimento sobre la tasa de crecimiento
poblacional de Keratella cochlearis es descrito adecuadamente por el
modelo modificado de Monod. La respuesta numérica observada de K.
cochlearis alimentada con Cryptomonas sp. indica que esta especie algal,
utilizada en todas las experiencias de laboratorio que aborda esta Tesis, es
de alta calidad nutricional para el rotifero, obteniéndose una concentracion
de alimento umbral inferior, y una tasa maxima de crecimiento poblacional
superior, a las observadas en estudios experimentales previos para esta

especie de rotifero.

Las células de Cryptomonas sp. cultivadas en medios limitados en
nitrogeno y fosforo no reflejaron en su composicion elemental la limitacion
por estos nutrientes en los medios de cultivo, mostrando concentraciones
de fosforo superiores a las observadas en aquellas células que crecieron
sin limitacion de nutrientes. Los resultados obtenidos sugieren que esta
criptoficea podria haber optado por una estrategia de almacenamiento de
fosforo (“consumo de lujo”) y/o de nutricion fagotrofica de sustancias
organicas presentes en el medio como estrategias para adquirir nutrientes

en condiciones limitantes.

El alga Cryptomonas sp. cultivada en condiciones de limitacion de
nutrientes, y especialmente bajo limitacion de fésforo, es de mejor calidad
nutricional para el crecimiento de organismos zooplancténicos, en

particular de Keratella cochlearis.
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5.

106

La resistencia al ayuno de Keratella cochlearis (i.e. n°® de dias que los
animales sobreviven en condiciones de ayuno) aumenta cuando el rotifero
se alimenta con células de Cryptomonas cultivadas en un medio limitado
en nitrégeno. En consecuencia, cambios en la calidad del alimento algal
afectaran no solo al crecimiento poblacional del zooplancton sino también a

su resistencia al ayuno.

La importancia relativa de la competencia por interferencia (interferencia
quimica e interferencia mecanica) entre cladoceros y rotiferos, respecto a
la competencia explotativa por los recursos alimenticios compartidos,
podria ser despreciable bajo las condiciones estudiadas. Las sustancias
quimicas exudadas por estos cladéceros que pueden inhibir el crecimiento
de los rotiferos tendrian un peso molecular inferior a 15 000-25 000

daltons.

El copépodo calanoide Lovenula alluaudi reduce la fecundidad de Keratella
cochlearis fundamentalmente por depredacion selectiva sobre los huevos
de esta especie de rotifero. El copépodo ciclopido Acanthocyclops vernalis
depreda indistintamente los huevos de Keratella y las hembras ovigeras
integras (i.e. la hembra y su huevo) de esta especie de rotifero, sin
mostrar un comportamiento de depredacién selectiva sobre los huevos del

rotifero.
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