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Resumen

En las ultimas décadas, a nivel mundial, las temperaturas y los patrones de precipitaciones
han cambiado marcadamente debido al cambio climatico. Previsiones para los afios
venideros sugieren que algunas regiones, entre ellas la Mediterrdnea, seran
particularmente afectadas por el calentamiento global que estamos experimentando. Tales
previsiones prevén un aumento de las sequias debido al decremento de las precipitaciones
e incremento de la evapotranspiracion, por lo tanto, este fendmeno producira incrementos
en la salinizacién de los cuerpos de agua. Entre los ecosistemas que se veran mas afectados
por estos cambios ambientales, se encuentran las lagunas someras y/o temporales que son
particularmente susceptibles a los cambios estacionales e interanuales. Estos cambios
constituyen una amenaza para la biodiversidad de los cuerpos de agua, afectando la riqueza

de especies y la composicion de las comunidades.

Entre las comunidades acuaticas mas afectadas por los cambios ambientales, se encuentra
el zooplancton, cuyos principales componentes son rotiferos y cladéceros, debido a su
limitada capacidad de dispersion activa. A este respecto, para hacer frente a condiciones
ambientales adversas, muchas especies del zooplancton han desarrollado respuestas
adaptativas para garantizar su supervivencia en los cuerpos de agua, como es la produccién
de huevos de resistencia. Por lo tanto, la persistencia de las especies de rotiferos y
cladéceros en habitats temporales o fluctuantes, dependerd de la capacidad de sus huevos
de resistencia de eclosionar y recolonizar los sistemas acuaticos una vez que desaparece la
presién ambiental (resiliencia). Los huevos de resistencia no suelen eclosionar todos en la
siguiente estacién de crecimiento, lo que extiende asi los eventos de eclosidn y llevando a
la formacién de bancos de huevos en el sedimento (constituidos por huevos de diferentes
especies). Los bancos de huevos estan considerados por lo tanto como un reservorio de la
diversidad de la comunidad zooplancténica. Hasta la fecha, los estudios de diversidad y
riqueza de especies de rotiferos y claddceros plancténicos, se han basado sobre todo en el

analisis de la comunidad activa en la columna de agua, o en el uso de los huevos de



resistencia mediante la identificacion de las especies a partir de los huevos una vez
eclosionados o a través del uso de técnicas moleculares como el DNA barcoding. En efecto,
la identificacidon taxondmica a partir de los huevos de resistencia es todavia muy limitada,
debido a la dificultad de encontrar caracteres morfoldgicos especies-especificos que
permitan discriminar entre especies. Asi pues, en el Capitulo 1 analizamos huevos de
resistencia de rotiferos y cladéceros colectados en los sedimentos de once lagunas someras
de Espaiia y México que pertenecen a tres tipos de ecosistemas, lagunas de alta montafia,
humedales no salinos y lagos hipersalinos, mediante el uso del microscopio éptico (MO) y
del microscopio electrénico de barrido (MEB), con el fin de identificar caracteres
diagnésticos para poder usar dichos caracteres para la identificacion de especies de rotiferos
y cladéceros. Mediante este analisis, fue posible observar caracteristicas que permitieron
identificar una gran variedad de morfotipos y posteriormente relacionarlos con su
respectiva especie. En general, para rotiferos, se logrd construir una descripcién morfolégica
para la identificacion a nivel de especie, mientras que, para claddceros, no se encontraron
claros caracteres morfoldgicos que sugieran que los morfotipos son especificos para cada

especie, por lo que la identificacion se realizé a nivel de género.

La identificacion morfoldgica de los huevos de resistencia, permitié en el Capitulo 2 realizar
un anadlisis de comparacién de la riqueza de especies en los bancos de huevos y en la
columna de agua de los once cuerpos de agua, al fin de comprobar que tan efectivo es el
uso de los huevos diapausicos para los estudios de riqueza del zooplancton en los cuerpos
de agua someros. También se cuantificé la abundancia de los huevos de resistencia en los
sedimentos de los ecosistemas bajo estudio y se explord la relacidn entre los patrones de
abundancia de dichos huevos y la riqueza de especies en la columna de agua con las
caracteristicas del hdabitat. En general, la riqueza de especies en la columna de agua fue
mayor que la de los huevos diapausicos, y en su mayoria, el nimero de especies observado
en la comunidad activa fue mayor al de los bancos de huevos, pero solo para los rotiferos.
El tipo de ecosistema resulté ser la variable explicativa de la riqueza de especies en los

ecosistemas bajo estudio. En efecto, los humedales no salinos son el tipo de ecosistema con



mayor riqueza respecto a los lagos hipersalinos y a las lagunas de alta montaia. Con
respecto a la relacion entre la abundancia de huevos saludables en el banco activo del
sedimento vy las variables ambientales, el drea, la conductividad, y el pH resultaron ser los
tres factores relacionados con la cantidad de huevos encontrados en los diferentes lagos. La
relacién entre conductividad y abundancia de huevos no fue lineal, en efecto, con excepcién
del lago hipersalino Rincdn de Parangueo que presentd los valores mas altos de abundancia
de huevos, los humedales no salinos que tenian valores de conductividad intermedios (836-
4576 uS/cm) presentaron los mayores valores de abundancia. Valores de pH extremos, que
producen estrés en la comunidad zooplanctdnica, fueron relacionados con una mayor
produccion de huevos, y finalmente, dreas pequefias parecen favorecer la produccién de
huevos, aunque son necesarios mas estudios que corroboren los resultados reportados en

este trabajo.

La resiliencia de las comunidades zooplancténicas dependera en gran medida de la
viabilidad y eclosién desde el sedimento de los huevos diapausicos, aunque para muchas
especies todavia no se conocen cuales son las condiciones ambientales que favorecen los
eventos de eclosién y, por lo tanto, el grado de afectacion de la comunidad debido al
cambio climatico. En general, la eclosidn de los huevos de resistencia del zooplancton esta
relacionada con dos factores ecoldgicos principales, la temperatura, y la salinidad, que
también representan dos factores que, con el cambio climatico, sufrirdn grandes
fluctuaciones. Esto podria afectar notablemente a la tasa de eclosién y a la viabilidad de
los huevos diapausicos del zooplancton y, en consecuencia, reducir la capacidad resiliente
de sus poblaciones. En el Capitulo 3 se evalud el efecto combinado del aumento de la
salinidad y la temperatura del agua sobre la tasa de eclosién y el dia de eclosion de los
huevos de resistencia de especies de rotiferos y claddceros colectados en los once
ecosistemas acuaticos. Se analizaron las diferencias tanto a nivel global como especifico,
segun el tipo de ecosistema, ademas de las variaciones intraespecificas y entre especies
cercanas filogenéticamente. Los resultados mostraron que los incrementos en la

temperatura y la salinidad afectan negativamente la eclosién de los huevos,



independientemente del ecosistema que se trate y, un aumento en la temperatura induce
las eclosiones en un menor tiempo en cualquier tipo de ecosistema. En general, las
especies de los ecosistemas hipersalinos estdn mejor adaptadas al aumento de
temperatura y salinidad, mostrando capacidad para eclosionar en todos los escenarios
planteados. En el caso de los humedales no salinos, las especies mostraron capacidad de
adaptarse a variaciones de salinidad dentro de los primeros 5 g/L, aunque si mostraron
una mayor adaptacion a las altas temperaturas. Por su parte, la comunidad zooplancténica
presente en las lagunas de alta montaia resulté ser poco resiliente a los aumentos de
salinidad y temperatura. Por lo que se refiere a diferencias inter e intraespecificas, las
especies del complejo Brachionus plicatilis analizadas (B. manjavacas y B. paranguensis) y
los diferentes morfotipos de B. angularis y B. quadridentatus, presentaron diferentes
respuestas de eclosién a aumentos de salinidad y temperatura, lo que podria representar
una estrategia de las especies para sobrevivir a condiciones ambientales cambiantes y
mantener asi la resiliencia del ecosistema, ademas de indicar la presencia de posibles

especies cripticas.

Otra consecuencia del cambio climatico es que muchos lagos someros experimentaran
sequias impredecibles y prolongadas que provocaran la desecacién del banco de huevos
del sedimento, y por lo tanto la capacidad de los huevos de resistencia para tolerar los
episodios de desecacidn y altas temperaturas extremas desempefiara un papel clave en la
recuperacion de la comunidad zooplancténica. No obstante, los huevos de especies que
han evolucionado en ecosistemas someros temporales estan mas adaptados a sobrevivir a
periodos de desecacién y eclosionan una vez rehidratados. Sin embargo, poco se sabe
sobre la termoresistencia de los huevos diapausicos de rotiferos y cladéceros y hasta qué
punto las altas temperaturas pueden afectar a su capacidad de eclosién. En el Capitulo 4
se analizé el efecto que tiene la desecacion sobre el éxito de eclosién de los huevos de
resistencia de claddceros y rotiferos aislados de los tres diferentes tipos de ecosistemas
someros, y se explord el efecto que una alta temperatura extrema pueda tener sobre el

efecto de la desecacion de los huevos. Para ello, se incubaron huevos diapausicos de



rotiferos y claddceros durante un periodo de cuatro meses en dos combinaciones de
humedad (humedo vs. seco) y dos combinaciones de temperatura (15 y 40°C). Los
resultados obtenidos sugieren que las especies de las lagunas de alta montafia de Sierra
Nevada podrian ser las mas afectadas debido al cambio climatico, tanto por el incremento
de la salinidad del agua como por la posible desecacién de las lagunas, porque ninguna de
las especies eclosiond, ni con el tratamiento en medio liquido salino ni en desecacién.
Respecto a los otros sistemas, los rotiferos mostraron mayor sensibilidad a la desecacién
gue los claddceros y, en concreto, las especies B. paranguensis y Lecane bulla, y en menor
medida B. calyciflorus, se vieron afectadas por la desecacion. Estos resultados indican que
estas especies seguramente se verian afectadas si, como consecuencia del cambio
climatico, las lagunas donde habitan llegaran a secarse. Por otro lado, la especie de
cladécero Moina salina parece que podria no eclosionar sin antes ser expuesta a un
periodo de desecacién, lo que podria sugerir una adaptacion a un ecosistema que siempre
se seca en verano, y posiblemente los huevos necesiten un periodo de desecacién como
estimulo para romper la dormancia. Con respecto a la temperatura, en general todas las
especies excepto B. paranguensis, se vieron afectadas por una temperatura tan alta como

40°C.

Las fluctuaciones de temperatura y salinidad debidas al cambio global, no afectan solo a
los bancos de huevos de resistencia, sino también a los organismos de la comunidad activa.
Por lo tanto, es de fundamental importancia predecir las respuestas de las especies de
rotiferos y cladéceros a dichas fluctuaciones, y determinar asi la afectacién de los cambios
ambientales en la estructura y funcidon de las comunidades. En el Capitulo 5 se analizo,
mediante tablas de vida, el efecto combinado de diferentes temperaturas y salinidades
sobre rasgos ecolégicamente relevantes del ciclo vital de especies de rotiferos y cladéceros
eclosionados desde huevos diapausicos, bajo esas mismas condiciones de temperatura y
salinidad, y procedentes de las once lagunas bajo estudio. También se analizaron las
variaciones intraespecificas de los rasgos de historia de vida entre morfotipos de los

rotiferos Brachionus quadridentatus y Lecane bulla.



En general, el peor escenario que puede producirse ante la salinizacion futura de los
humedales y lagunas, y el incremento de temperatura, al menos para las especies de
rotiferos estudiadas en esta tesis, es el aumento de la salinidad por encima de los 5 g/L
dada la ausencia de eclosiones de huevos de resistencia, y la reduccion de la longevidad y
la produccién de descendientes viables de las especies de rotiferos de agua dulce a estos
niveles de salinidad. Los rotiferos mostraron ser un grupo mejor adaptado a los cambios
de temperatura y salinidad respecto a los claddceros, debido a un posible mejor
mecanismo de osmorregulacion. Los resultados obtenidos, sugieren que las comunidades
zooplancténicas presentes en los ecosistemas hipersalinos se verian menos afectadas por
los aumentos de temperatura y salinidad causados por el cambio global, en comparacion
con las comunidades de los humedales no salinos. Ademas, los diferentes morfotipos de
las especies B. quadridentatus y L. bulla mostraron diferentes respuestas a cambios de

temperatura y salinidad, sugiriendo la presencia de complejos de especies.



Introduccion, objetivos, lugar de estudio,

y metodologia general



1. Introduccién general

1.1 Factores relevantes de cambio climdtico sobre la biodiversidad de los ecosistemas

acudticos

La biodiversidad es uno de los componentes biolégicos principales que caracteriza un
ecosistema, y permite medir su calidad ambiental (Chapin et al. 2000; Downing & Leibold
2002). Una mayor diversidad, sugiere una mayor interaccién entre diversos componentes
estructurales del ecosistema, y por lo tanto, una mayor estabilidad del mismo para

enfrentar las variaciones medioambientales a través del tiempo.

Generalmente, debido a los grandes procesos de cambio que sufre el planeta Tierra de
forma natural, aproximadamente cada 26,000 afios, se produce un proceso de extincion
masiva (Curtis & Barnes 2000). En las ultimas décadas, la Tierra ha sufrido grandes
modificaciones derivadas de los impactos antropogénicos que han acelerado
dramdticamente el proceso de extincidon de especies que va en contra de los patrones
naturales estudiados para las eras pasadas. Se estima, que en la actualidad, ha habido una
tasa de extincién de las especies 1,000 veces mayor a la registrada en otros periodos de
tiempo (Brooks et al. 2006). En este sentido, a todo el conjunto de los cambios ambientales
gue modifican la biogeoquimica de los elementos esenciales de la vida (Declerck et al.
2015), asi como la composicidn de los sistemas en el planeta Tierra, y que son producto de
las actividades antropogénicas (Duarte et al. 2006), se le ha denominado cambio global.

Uno de los principales factores que abarca el cambio global, es el cambio climatico.

En las ultimas décadas, como resultado del cambio climatico inducido por el hombre, los
patrones de temperatura y precipitaciones han cambiado drasticamente y se prevé que
cambiaran aun mads en el futuro (Meehl et al. 2007). Las predicciones sugieren que, como
consecuencia del aumento de la temperatura, el cambio climdatico aumentara la fusién de

los hielos continentales y el nivel medio del mar. Muchos modelos indican que las regiones



con un clima semidrido, tal como el Mediterraneo, estaran entre las mds impactadas por el
cambio del clima (Sala et al. 2000), y en particular, los sistemas acuaticos, debido a la
reduccion de lluvias y el consecuente incremento de las condiciones de sequia (Fischlin et

al. 2007).

En general, los ecosistemas acudticos continentales de agua dulce y salinos, representan
menos del 1% del drea del planeta y son vitales para la biota acudtica, para la vida terrestre
y para la poblaciéon humana (Thorp & Covich 2010). Son ecosistemas muy heterogéneos,
debido a que diversos factores contribuyen a la regulacién de la estructura, a la distribucién
y a la abundancia de las comunidades acuaticas. La presencia de diferentes microhabitats
dentro del mismo cuerpo de agua, ha sido indicada como el principal factor que determina
la biodiversidad de un sistema acuatico. Sin embargo, la competencia y depredacidn entre
especies (Dumont 1994), las variaciones estacionales (Pennak 1989), la cantidad de fdsforo
(Jeppesen et al. 2000), el estado tréfico (Duggan et al. 2002), y la salinidad y temperatura
(Kaya et al. 2010), también representan factores determinantes de la biodiversidad. En los
ultimos anos, como consecuencia de los cambios ambientales, las variaciones drasticas de
temperatura, salinidad y la desecacién han generado especial atenciéon debido a que
pueden generar cambios significativos en la estructura natural de estos ecosistemas. La
temperatura es uno de los factores mas frecuentemente estudiado, sin embargo, también,
aunque en menor frecuencia, se ha empezado a estudiar la importancia de la salinidad en
los ecosistemas acudaticos en trabajos como Nielsen et al. (2003); Schallenberg et al. (2003);
Jeppesen et al. (2015). De acuerdo con Williams (2002), las principales causas de la
salinizaciéon en la mayoria de los ecosistemas acuaticos de agua dulce, se deben a la perdida
de cobertura vegetal, la descarga del agua residual proveniente de la agricultura, la excesiva

extraccion del agua de los mantos acuiferos, y por los procesos naturales de aridez.

Entre los sistemas acudticos mas afectados por el cambio global se encuentran los lagos
someros (Williams 2001), mayormente expuestos a las fluctuaciones ambientales, que a

causa del aumento de las temperaturas y consecuentemente de la evaporacién, son mas



sujetos a incrementos de la salinidad y a cambios del hidroperiodo (Fischlin et al. 2007;
Nielsen & Brock 2009). Estos cambios constituyen una amenaza para la biodiversidad de los
cuerpos de agua, afectando a la riqueza de especies y a la composicidén de las comunidades.
En efecto, la salinidad representa uno de los principales factores que altera la estructura de
las comunidades acudticas, causando la desaparicion de las especies que presentan una
limitada tolerancia a los incrementos de salinidad (Williams et al. 1990). Sin embargo, a
pesar de conocerse ya algunos de los impactos del aumento de la salinidad en los lagos y
lagunas de agua dulce someras (e. g. Nielsen et al. 2003), apenas se ha investigado cémo de
importante es la salinidad en comparacién con otros factores de cambio climatico y cémo

ésta puede interactuar con ellos (Conde-Porcuna et al. 2018).

Finalmente, el factor mas importante en el que interviene el cambio global, es la desecacién
de los ecosistemas acuaticos. Las alteraciones en el ciclo hidrolégico del agua, pueden
ocasionar un desequilibrio ambiental que se refleja, con mayor o menor intensidad en los
ecosistemas acuaticos. Las variaciones atmosféricas inusuales, la pérdida o cambio de uso
de suelo, la perdida de cobertura vegetal, y las modificaciones del flujo natural del agua,
son algunas de las causas por las que un ecosistema acuatico puede llegar a la desecacion

(Maderey-Rascon & Jiménez-Roman 2001).

En difinitiva, dadala vulnerabilidad de la biodiversidad de los ecosistemas acuaticos a todos
estos factores de cambio climatico, la capacidad de resiliencia de cualquier especie se
convierte en una caracteristica fundamental para enfrentar las variaciones inusuales que se
producen del cambio global, y que, de acuerdo con Jepessen et al. (2011), el estudio del
zooplancton resulta una herramienta muy util para medir este fendmeno. Ademas, el
estudio del zooplancton en sus etapas de desarrollo mds tempranas, podrian mostrar mayor
susceptibilidad de respuesta a las variaciones de factores medio ambientales, al menos en
la salinidad, de acuerdo con Skinner et al. (2001). Por otro lado, Rojo et al. (2012) también

sugiere al zooplancton como una herramienta eficaz para monitorear la desecacién de los



cuerpos de agua, siendo especialmente Util en aquellos en donde hay ausencia de peces

(Gilbert et al. 2015).

1.2. El zooplancton como integrante esencial de las comunidades acudticas

El zooplancton representa uno de los componentes principales de la comunidad de un
ecosistema acuatico, y juega un papel fundamental en la cadena tréfica peldgica como nexo
entre los productores primarios y los consumidores superiores (e.g. Vasquez-Yeomans
2012). Entre los principales componentes de las comunidades zooplanctdnicas estan los
rotiferos y los claddceros. Los rotiferos son un grupo compuesto por > 1,500 especies
monogonontes (Serra et al. 2019) y 461 bdelloideos, la mayoria de las cuales son
exclusivamente dulceacuicolas y solo se tiene registro de 70 especies marinas (Segers 2008).
Por su parte, los claddceros estan representados por 620 especies, la mayoria de las cuales
se encuentran en aguas continentales dulces y salinas, y solo algunas son marinas (Forro et
al. 2008). Las comunidades de zooplancton pueden variar significativamente entre un
cuerpo de agua y otro, aun cuando se encuentren a pocos metros de distancia. En realidad,
en el mismo cuerpo de agua, se pueden encontrar diversos micro habitats que
determinaran la biodiversidad de las especies zooplancténicas. Nandini et al. (2005)
evidencian que la diferenciacion de micro habitats ocurre especialmente en ecosistemas
acudticos someros donde hay una clara demarcacién entre la zona pelagica, litoral, y
bentdnica. En efecto, en estos ecosistemas, se puede observar un intercambio de especies
entre la zona bentdnica y la pelagica, y viceversa (Pontin 1966; Golladay & Hax 1995). Por
otro lado, también se ha demostrado que la presencia de plantas en ecosistemas someros
induce la formacion de diferentes nichos que reducen la competencia, y
consecuentemente, incrementa la coexistencia de especies (Pennak 1989). Por tanto, el
incremento de vegetacion en lagos someros incrementa la biodiversidad de invertebrados

(Magalhaes et al. 2016).



Los rotiferos y los cladéceros son organismos que se usan como modelos experimentales
en diversas ramas de la biologia como son la toxicologia, la ecologia y la biologia evolutiva,
debido a que son relativamente faciles de cultivar en condiciones de laboratorio, son de
facil manejo, tienen un tamano accesible, y ciclos de vida cortos (Won et al. 2017). Ademas,
geograficamente, estos organismos estan ampliamente distribuidos y se pueden encontrar
practicamente en cualquier ambiente acuatico (Segers H. 2008; Forro et al. 2008), por lo
tanto, el uso de ellos como organismos modelo resulta muy adecuado ya que los resultados

de los experimentos pueden semejar la realidad de la mayoria de los cuerpos de agua.

Los rotiferos monogonontes y la mayoria de los claddceros son sexuales facultativos y
presentan un modo de reproduccidon de partenogénesis ciclica (Figura 1). El ciclo
partenogenético (fase asexual) empieza con la eclosién de huevos de resistencia en
diapausa en el sedimento que dan lugar a hembras asexuales (amicticas) que son diploides.
Estas hembras asexuales lograran su madurez reproductiva y posteriormente daran lugar a
un huevo partenogenético subitaneo (i.e. que eclosiona al poco tiempo de ser producido),
este uUltimo, formado por un cigoto que proviene de un proceso de mitosis y que dara lugar
a hijas genéticamente idénticas. La fase sexual se desencadena como respuesta a diversas
condiciones ambientales como una alta densidad poblacional, dieta, fotoperiodo, cambios
en la temperatura, y variaciones en la salinidad (Gilbert 1980; Pourriot & Snell 1983). Esta
fase empieza cuando de un huevo diploide se desarrolla una hembra sexual (mictica)
diploide que produce un huevo haploide. Si estos huevos haploides no son fecundados, dara
cabida al nacimiento de machos haploides. Sin embargo, una vez que haya machos en Ila
poblacién, las hembras micticas que tiendan a producir huevos haploides pueden ser
fecundadas, y producirdn huevos diploides diapdusicos los cuales formaran bancos de
huevos en el sedimento. Por otro lado, en algunas especies (por ejemplo, delcomplejo
Daphnia pulex), se presenta la partenogénesis obligada, en donde dichas especies pueden
formar estructuras de resistencia conocidas como huevo efipial apomictico o pseudoefipio

(Colbourne & Hebert 1996), y también resisten condiciones de estrés (Vazquez et al. 1986).



Huevo amictico
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Figura 1. Ciclo de vida sexual y asexual de los rotiferos y cladéceros



1.3. Importancia del banco de huevos del sedimento en los lagos someros

La produccién de huevos diapdusicos representa uno de los mecanismos evolutivos mas
notables en las comunidades de zooplancton, que surge en respuesta a las condiciones
extremas del medio ambiente que llegarian a ser mortales para las formas activas (Fryer
1996; Ricci & Caprioli 1998; Radzikowski 2013). Los huevos diapdusicos confieren a las
especies la capacidad de mantenerse en dormancia en los sedimentos por largos periodos
de tiempo hasta que las condiciones sean nuevamente favorables (Gilbert 1974), entonces,
estos vuelven a activar su metabolismo y desarrollo, restableciendo la comunidad en el
cuerpo de agua (Pourriot & Snell 1983; Brendonck & De Meester 2003). Otra funcidn
ecoldgica importante de los huevos de resistencia, es la posibilidad de aumentar la
dispersion de las especies, ademas, debido a la recombinacidon genética, las nuevas
generaciones tienen mayor posibilidad de adaptacion a los ambientes estacionales,

temporales o efimeros que habitan (Brendonck & De Meester 2003).

La resiliencia es la capacidad de recuperacion después de una perturbacion (Brock et al.
2003) ya sea de un ecosistema, comunidad, y hasta especie, por lo tanto, representa un
componente fundamental para la estabilidad ecolédgica (Johnson et al. 1996). En el
zooplancton, los bancos de huevos son un refugio para un gran nimero de especies ante
las condiciones desfavorables (Hairston 1996), por lo que se vuelve trascendente la cantidad
de huevos viables, y muchas veces crucial, la eclosién de un solo huevo que logre la
recuperacion de las poblaciones de ciertas especies de zooplancton. A pesar de la
importancia de los huevos diapausicos para la recuperacion de las comunidades en
ambientes naturales, poco se sabe de su estructura morfoldgica y por tanto de sus

diferentes formas de interaccién con los diferentes tipos de ecosistemas.

Estudios morfoldgicos de los huevos de resistencia han demostrado especificidad en las
estructuras de los huevos (Bogoslavsky 1967; Gilbert & Wurdak 1978), sin embargo, hasta

el momento no se ha demostrado si esta especificidad se presenta en todas las especies



pertenecientes a los dos grupos de zooplancton. En efecto, existe muy poca informacién
acerca del estudio morfoldgico de los huevos diapausicos de rotiferos monogonontes y de
cladéceros, ademas, existe mucha ambigliedad en las descripciones de las estructuras de
los huevos de resistencia de ambos, rotiferos (Walsh et al. 2017) y claddceros
(Vandekerkhove et al. 2004). Esta ambigliedad se debe a la carencia de caracteres
diagnodsticos que permitan identificar especies por medio de los huevos de resistencia. Por
ejemplo, Moreno et al. (2017) mediante andlisis moleculares demostraron que algunos
morfotipos de huevos diapausicos de rotiferos no presentan caracteristicas diagndsticas
gue permitan su diferenciacion, en efecto mediante el andlisis taxondmico solo
identificaron 20 tipos de huevos, comparado con las 35 especies resultantes de los analisis
moleculares. Ademas, Pourriot & Snell (1983) sugieren que, en algunos casos, pueden
presentarse diferencias morfoldgicas entre los huevos de una misma especie, lo que podria
llevar a una sobrestimacion de especies. En este sentido, Duggan et al. (2002) evidencian la
importancia de realizar mas estudios taxondmicos mediante el anadlisis de microscopia
electrdénica de barrido que permitan reconocer las diferentes estructuras y asi demostrar la

posible existencia de especificidad en las estructuras de los huevos diapausicos.



Figura 2. Diferentes tipos de ornamentaciones de huevos diapdusicos de rotiferos y
claddéceros. Fotografias de los efipios de claddceros tomadas de Vandekerkhove et al. (2004)
y de rotiferos tomadas de Segers (2004).

Con respecto a los patrones de eclosion de los huevos de resistencia, se ha demostrado que
los principales factores que estan implicados en la reduccion de la viabilidad de eclosidn son
la exposicién a eventos extremos como desecacién (Vargas et al. 2019), congelamiento

(Turowska 2012), presencia de sustancias toxicas (Piscia et al. 2016), salinidad (Bailey et al.



2004), y temperatura (Minkoff et al. (1983), aunque actualmente no hay mucha informacién
disponible al respecto. Por esta razoén, el estudio de los bancos de huevos diapdausicos es
muy importante debido a que representan bio-indicadores de los ecosistemas acuaticos y
funcionan como reservorios de diversidad (Hairston 1996; Battauz et al. 2014), ademas
permiten medir la productividad local y definir el funcionamiento tréfico-productivo del
sistema (Beers 1981; Jiang 2007). En el contexto del cambio global, la utilizacién del banco
de huevos del zooplancton de los sedimentos lacustres proporciona una herramienta
eficiente en el estudio de la biodiversidad, ya que estd basada en un Unico muestreo y
permite la deteccion de un mayor numero de especies que las detectables en las
comunidades activas presentes en la columna de agua (Vandekerkhove et al. 2005b;
Santangelo 2014). Sin embargo, existen limitaciones al usar los huevos de resistencia para
estudios ecoldgicos, por ejemplo, no todas las especies producen huevos de resistencia
(King et al. 2005) y algunas especies varian su producciéon dependiendo de factores
ambientales como la temperatura (Vanderkerhove et al. 2005a). Finalmente, esta técnica
no se puede usar para estudiar los cambios durante cortos periodos de tiempo, o en cuerpos

de agua formados recientemente como también lo sugiere Vanderkerhove et al. (2005b).

El estudio del cambio global mediante los huevos de resistencia del zooplancton puede ser
una herramienta muy util, ya que el zooplancton es una de las comunidades acudticas mas
afectadas por los cambios ambientales debido a su limitada capacidad de dispersién activa
(Nielsen & Brock 2009). A este respecto, para hacer frente a condiciones ambientales
adversas, muchas especies del zooplancton han desarrollado respuestas adaptativas para
garantizar su supervivencia. Una de estas estrategias es aumentar la resiliencia de las
poblaciones, es decir, aumentar la capacidad de que una poblaciéon de cierta especie
recobre su equilibrio a pesar de los efectos y presiones de los cambios en el ecosistema
donde viven. En el caso del zooplancton, la resiliencia dependera de la capacidad de sus
huevos de resistencia de eclosionar y recolonizar los sistemas acudticos una vez que

desaparece la presidon ambiental.
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Objetivos

El propdsito general de esta tesis es analizar el uso de los huevos de resistencia del
zooplacton como herramienta para la evaluacion de impactos del cambio global sobre la
biodiversidad. Se pretende evaluar, en un contexto global de cambio climatico, la capacidad
de resiliencia de las poblaciones de rotiferos y claddceros del zooplancton de lagos y lagunas
someras, con diferentes caracteristicas geograficas y ecoldgicas, frente a incrementos
esperables de temperatura, de salinidad, y de eventos extremos como la desecacién de
lagos y lagunas. Este objetivo se aborda tanto de una manera general como a nivel especie-

especifico. Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1) Detectar la posible presencia de caracteres diagndsticos especie-especificos en los
huevos de resistencia que permitan su identificacion taxonémica para su utilizacion en los

estudios de biodiversidad de rotiferos y claddceros.

2) Evaluar la eficiencia del uso del banco de huevos como herramienta complementaria para

medir la biodiversidad del zooplancton en lagos someros.
3) Analizar los patrones de abundancia de huevos diapdusicos y riqueza de especies en el
banco de huevos activo en relacién con las caracteristicas del habitat en el que han sido

producidos.

4) Analizar la variacidn en el éxito de eclosion de los huevos diapdusicos de rotiferos y

claddceros frente a incrementos de temperatura y salinidad.

5) Analizar la respuesta de eclosion de los huevos diapausicos de rotiferos y claddceros,

frente a variaciones combinadas de temperatura y desecacién.
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6) Analizar el efecto combinado del incremento de la temperatura y la salinidad sobre
rasgos ecolégicamente relevantes de la historia vital de algunas especies de rotiferos y

claddéceros eclosionados desde huevos diapdausicos.

Esta tesis estd estructurada de la presente forma:

En el Capitulo 1 se analiza la morfologia de los huevos diapdusicos rotiferos y cladoceros
mediante microscopia Optica y de barrido, para la identificacién de estructuras especificas
para cada especie bajo estudio. También se proporciona una descripcion detallada de las

varias estructuras observadas en los propagulos de las especies.

En el Capitulo 2 se cuantifica la abundancia y riqueza de los huevos diapausicos con aspecto
saludable (como una medida del tamafio de la reserva de huevos viables), y la riqueza de
especies, de claddceros y rotiferos, en el banco de huevos activo de un conjunto de once
lagunas y humedales, de distinta localizacion geografica y con diferentes caracteristicas
limnolégicas (fundamentalmente duracién del hidroperiodo v la salinidad). Los resultados
se discuten en base a diferencias entre humedales no salinos, lagos hipersalinos y lagunas
de alta montafia. Ademads, se compara la riqueza de morfotipos de los huevos diapausicos
de ambos grupos de zooplancton encontrada en los bancos de huevos dentro de cada
ecosistema. Se explora también la relacién entre los patrones de abundancia y riqueza de

especies del banco de huevos y las caracteristicas del habitat en el que han sido producidos.

En el Capitulo 3 se evalua el efecto combinado del aumento de la salinidad y la temperatura
del agua sobre la tasa de eclosiéon y el dia de eclosidon de los huevos de resistencia de
especies de rotiferos y claddceros colectados de los once ecosistemas bajo estudio en esta
tesis. Las diferencias en la respuesta de estas variables se analizan a nivel global y segun el
tipo de ecosistema (humedales no salinos, lagos hipersalinos, y lagunas de alta montaia), y

a nivel intraespecifico y entre especies cercanas filogenéticamente.
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En el Capitulo 4 se investiga qué efecto tiene la desecacidn del sedimento sobre el éxito de
eclosion de los huevos de resistencia de claddceros y rotiferos aislados de los diferentes
tipos de ecosistemas acudticos. Ademas, se explora el efecto que una alta temperatura

extrema pueda tener sobre el efecto de la desecacidn de los huevos.

En el Capitulo 5 se analiza, mediante experimentos de tablas de vida, el efecto combinado
de la temperatura y la salinidad sobre rasgos ecolégicamente relevantes del ciclo vital de
rotiferos y claddceros eclosionados desde huevos diapausicos procedentes de habitats de
agua dulce y salina. La relevancia de este capitulo es que los organismos experimentales
proceden de la eclosion de huevos diapdusicos bajo esas condiciones combinadas de
temperatura y salinidad. Dichos huevos diapausicos pueden presentar rasgos vitales
diferentes a los de descendientes de huevos partenogenéticos subitaneos, los cuales,
pueden o no, estar relacionados con las condiciones ambientales especificas en las que han
eclosionado y a las que tienen que enfrentarse para una exitosa colonizacion del habitat.
Aqui, también se discuten los resultados tanto a nivel global como a nivel especie-
especifico. Asi mismo, en este capitulo, se analizan las variaciones intraespecificas de estos
rasgos de historia de vida entre morfotipos de dos especies de rotiferos: Brachionus

quadridentatus y Lecane bulla.

Por ultimo, se presenta una sintesis de la tesis integrando los resultados mas relevantes de

cada capitulo.
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3. Lugar de estudio

El estudio se realizd en once cuerpos de agua distribuidos en cinco dreas entre Espafia y
México. Se eligieron humedales no salinos, lagunas de alta montafia, y lagos hipersalinos
para analizar la relacidon entre la variedad de caracteristicas del habitat y las propiedades de
los bancos de huevos de resistencia del zooplancton. En Espafia se muestrearon cinco
humedales no salinos (Complejo Charca de Sudrez: Alamo Blanco, El Taraje, El Trébol, El
Lirio y Aneas), uno hipersalino (Fuente de Piedra), ubicados en regiones de climas
templados (Charca de Sudrez: 36° 43' 28.66"N, 3° 32' 27.34" O; Fuente de Piedra: 37° 6N,
4° 44°0), y lagunas de alta montaina con etapas de congelamiento (Borreguil: 37° 03'
09.71"N, 3°17'59.11" O; Rio Seco: 37° 03' 07.45" N, 3° 20' 44.31" O; Rio Seco inferior: 37°
03'06.04 "N, 3° 20' 31.10" O). En México los muestreos se realizaron en un lago volcanico
con clima tropical (Rincén de Parangueo: 20° 25' 46" N, 101° 14' 48" O) y en un humedal no
salino con clima semi-seco (El Cedazo: 21° 51°32” N, 102° 15°35” 0O). Las principales
caracteristicas morfométricas vy fisico-quimicas de todos estos sistemas se reflejan en la

Tabla 1.

15



1.- Sierra Nevada

2.- Fuente de Piedra
3.- Charca de Suarez

4.- Rincén de Parangueo
5.- El Cedazo

MEXICO

ESPANA

Figura 3. Mapa de Espafia y México con las dreas de muestreo consideradas para el estudio.
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3.1. Humedales no salinos

Los humedales son ambientes heterogéneos que albergan gran diversidad de especies
vegetales y animales. Se ha demostrado una gran diversidad floristica en mas de 300
humedales (Magalhaes et al. 2016), asi como diversidad en la fauna aviaria (Kantrud &
Stewart 1984) y en artrépodos (Wettstein & Schmid 1999). Sin embargo, estos dos ultimos
estudios sugieren que la diversidad de aves y de artrépodos esta relacionada con la alta
rigueza de especies vegetales en los humedales. Ademads de constituir un reservorio de
diversidad para muchas especies, los humedales también fungen como sumideros de CO;

(Hernandez 2010).

Para este estudio se eligieron dos areas consideradas como humedales no salinos. La
primera fue un complejo de cinco humedales costeros conocido como Charca de Sudrez
(Espafia) que se encuentra a unos metros de la mar y es el hogar de muchas aves
migratorias, el lugar estd protegido y cuidado por personal de la junta de Andalucia. Por
otro lado, el parque recreativo El Cedazo (México), es un parque que también es el hogar
de paso de una gran cantidad de aves migratorias, pero a diferencia de Charca de Suarez,
las condiciones del cuerpo de agua no son reguladas por ningun personal, de hecho, la
mayoria del tiempo el cuerpo de agua esta eutrofizado y se encuentra dentro de la mancha

urbana de la ciudad de Aguascalientes.

17



3.1.1. CHARCA DE SUAREZ

Alamo Blanco (AB) - 1, El Taraje (TAJ) - 2, El Trébol (TRE)
- 3, Aneas (ANS) - 4, El Lirio (LR) -5

3

Laguna de las Ancas

'_\
CALLE MORAL

Imagen Topografica obtenida de IGN 2019

| 5
,h LRI, by,

Figura 4. Mapa y fotografias de los diferentes humedales no salinos que conforman Charca
de Sudrez

18



El complejo Charca de Sudrez (Figura 4, Tabla 1) se encuentra en Motril (Granada) a 150
metros de la playa. A pesar de su cercania con el mar, nos encontramos con humedales
freaticos costeros de aguas dulces. El drea estd delimitada por 14.65 hectdreas y estd
compuesta por cinco cuerpos de agua. Con excepcidon de Alamo Blanco, del cual hay un
manejo permanente sobre la inundacién del lugar, los demads cuerpos de agua son perenes
y presentan fluctuaciones por el aporte de aguas subterrdaneas procedentes del acuifero de
Motril-Salobrena, como de las aportaciones del agua de retorno de los regadios de la Vega.
El Taraje, es un humedal somero con gran abundancia de vegetacion acudtica y presencia
de peces. El Trébol y Aneas son los humedales con mayor profundidad y es donde se observa
la mayor diversidad de aves acudticas y migratorias, que aqui suelen anidar. Finalmente, El
Lirio es un humedal somero con gran cobertura de vegetacién acudtica. En general, los cinco
cuerpos de agua presentan aguas cristalinas y sus parametros fisicoquimicos sugieren

ecosistemas acuaticos meso-tréficos y oligotréficos (ver Tabla 1).
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3.1.2. Arroyo el Cedazo

El Cedazo (C2)

Imagen Topogragica
de INEGI 2019

50830y Ay

Foto autoria del Centro de educaciéon ambiental, cultural y recreativo “El Cedazo”.

Figura 5. Mapa y fotografia de “El Cedazo”.

El parque recreativo y centro cultural “El Cedazo” se encuentra al oriente de la zona urbana
del estado de Aguascalientes (Figura 5, Tabla 1). En el cauce de arroyo se han encontrado
restos paleontoldgicos (Mooser 1980; Montellano 1990; Reynoso & Montellano 1994).
También se caracteriza por presentar un gran flujo de diversidad de aves migratorias
(CONABIO et al. 2007). El arroyo esta regulado por una pequefia cortina hidraulica que
permite en ese tramo el inundamiento permanente del cauce. El agua del arroyo
usualmente se usa para el riego de las areas verdes de la ciudad y generalmente contiene

gran cantidad de materia organica, y su estado es eutrdfico.
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3.2. Lagunas de alta montaina

Las lagunas de alta montafia son ecosistemas acuaticos que se caracterizan por tener un
periodo de congelamiento prolongado y solo un periodo estacional de deshielo. Dentro de
este periodo de deshielo, el régimen hidrico puede variar de permanente a semi-
permanente. Este régimen hidrico estd relacionado con las dimensiones en tamafo vy
volumen del cuerpo de agua. Otra caracteristica de las lagunas de alta montaiia es que
suelen ser ecosistemas muy hostiles para la vida, por ejemplo, las bajas temperaturas del
agua, las escasas fuentes de energia, y la competencia intra e inter especifica de las especies

hacen que solo los organismos muy adaptados puedan sobrevivir (Battarbee et al. 2009).

Para el presente estudio se eligieron tres lagunas (Borreguil, Rio Seco, Rio seco Inferior) de
Sierra Nevada (Granada, Espafia). Se eligieron lagunas de tipo permanente como son
Borreguil y Rio Seco y semi permanentes como fue Rio Seco Inferior. Las tres lagunas son
oligotrdéficas con una limitada fuente de nutrientes para los organismos que lo habitan
(Pérez-Martinez et al. 2020). De hecho, Reche et al. (2009) establece la importancia de la
deposicidn de nitrégeno, fésforo, y calcio proveniente del polvo Sahariano y explica como
ayuda este aporte de nutrientes a la dindamica de estas lagunas. En cuanto a la temperatura
del agua de las lagunas oscila en su periodo mas caluroso entre los 16-18°C (Pérez-Martinez
etal. 2013; Morales-Baquero 1985). Sin embargo, debido al cambio global estas condiciones
estan variando impredeciblemente y como consecuencias el régimen hidrico de las lagunas
podria variar y modificar en gran medida la estructura tan fragil y especifica de estos

ecosistemas acuaticos.
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3.2.1. Laguna Borreguil

- Borreguil (BG)

Imagen Topografica

J obtenida de ING 2019

Figura 6. Mapa y fotografias del periodo completo de deshielo de la laguna de Borreguil
ubicada en Sierra Nevada.

La Laguna de Borreguil (Figura 6, Tabla 1) también conocida como quinta laguna presenta
un régimen hidrico permanente. La laguna se encuentra a una altura de 2978 my sus aguas
son oligotréficas. En el fondo de la laguna se observa una gran cantidad de algas

filamentosas y sus dimensiones son de unos 60 m de largo por 25 de ancho.
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3.2.2. Laguna de Rio Seco

7 _ Rio Seco (RS)

‘< ’ 4 Imagen Topogréfica
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Figura 7. Mapa y fotografias del periodo completo de deshielo de la laguna de Rio Seco
ubicada en Sierra Nevada.

La laguna de Rio Seco (Figura 7, Tabla 1) es permanente, se ubica en el valle de Poqueira a
una elevacién de 2987 m. La extension de la laguna es de aproximadamente 80 metros de
largo vy 20 de ancho. En el fondo de la laguna suele observarse una gran cantidad de algas
filamentosas. La laguna tiene caracteristicas oligotréficas y la temperatura del agua no suele
sobrepasar los 18 °C aun en su época mas calurosa. No hay presencia de peces y las
condiciones extremas y la limitacion de nutrientes en el agua, hacen de este ecosistema un

lugar muy especifico para la supervivencia de las especies acuaticas.

23



3.2.3. Laguna de Rio Seco Inferior
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Figura 8. Mapa y fotografias del periodo completo de deshielo de la laguna de Rio Seco
Inferior ubicada en Sierra Nevada.

La laguna de Rio Seco Inferior (Figura 8, Tabla 1) es una laguna somera semi-permanente
gue puede permanecer congelada en parte de la época de deshielo. La pequeia laguna de
aproximadamente unos 20 m de largo y 10 de ancho, se encuentra a una altura de 2964 m
y presenta caracteristicas oligotroéficas que aunadas con los cambios poco predecibles en el
ciclo hidrico hacen de la laguna un ecosistema acudtico con condiciones muy extremas para

la supervivencia.
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3.3. Lagos hipersalinos

Estos, son cuerpos de agua que acumulan gran variedad de minerales en sus aguas debido
a la presencia de periodos de desecacién, o bien, por los escurrimientos de las lluvias que
arrastran minerales de la tierra acumulandolas en los cuerpos de agua. En este estudio se
consideraron dos lagos hipersalinos (Maar volcénico de Rincén de Parangueo y la laguna de
Fuente de Piedra), con diferentes caracteristicas. Por un lado, la laguna de Fuente de Piedra
se caracteriza por ser una laguna que presenta periodos de desecacién durante el afio que
empiezan en el verano (Garcia et al. 1997), ademds es el habitad de una cantidad
importante de flamencos y por ser una zona Ramsar y Reserva Natural por la Junta de
Andalucia. Por otro lado, el maar volcanico de Rincdn de Parangueo, generalmente se
mantiene como un cuerpo de agua perene que obtuvo su hipersalinidad posterior a la
fractura del crater en los anos 80's (Aranda-Gomez et al. 2013). Los maares volcanicos son
cuerpos de agua que se forman por explosiones freatomagmatias en las que persiste una
intensa interaccion agua/magma (Cano-Cruz & Carrazco Nufies 2008). En la actualidad, el

lugar sirve como un area de recreacion y no tiene ninguna declaratoria de proteccion.
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3.3.1. Laguna Fuente de Piedra
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Figura 9. Mapa y fotografia de la laguna Fuente de Piedra.

La laguna de Fuente de Piedra (Figura 9, Tabla 1) esta ubicada en la provincia de Malaga,
Espafia. El area tiene un régimen de protecciéon como Reserva Natural Laguna de Fuente de
Piedra y una etiqueta Ramsar. Se encuentra situada al centro de una cuenca de drenaje
cerrado y es de tipo somero. Su hidroperiodo es temporal y la profundidad maxima que se
ha observado es de 1.5 m. En la laguna se han registrado valores de 96 g/L de salinidad,
también se sabe que presenta aguas clorurado sédicas, predominando las composiciones
Cl-(SO4)/Na-(Mg)-(Ca) que también pueden llegar a ser de Cl/Na-(Mg)-(Ca). El pH del agua
suele ser superior a las 8 unidades con alcalinidad moderada (1,2 y 2,7 meqg/L). En los
ultimos afios, en condiciones de bajos niveles de inundacion, se registraron elevados
contenidos de amonio, fésforo total y nitrogeno total (Consejeria del Medio Ambiente

2004).
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3.3.2. Maar volcénico Rincén de Parangueo

Rincén de Parangueo (RP)
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Secuenca del hidroperiodo del mar volcanico Rincon de Parangueo, ortofotos obtenidas de INEGI 2019.

Figura 10. Mapa y fotografias de la historia de la desecacién del maar volcénico de Rincon
de Parangueo.
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El mar volcanico Rincon de Parangueo (Figura 10, Tabla 1) fue un gran lago hasta 1980, a
partir de esa década, el crater sufridé una fractura que permitio el escurrimiento del agua al
subsuelo y consecuentemente la desaparicion del lago en casi su totalidad como lo
documenta Aranda-Gémez et al. (2013). En la actualidad, en el crater se forman de dos a
tres pequenos cuerpos de agua independientes (dependiendo de la época de lluvia) con
caracteristicas muy peculiares de las que no se tienen datos sobre sus componentes
fisicoquimicos. Al momento, solo se ha documentado la presencia de una conductividad de
hasta 165000 pS/cm (Armienta et al. 2008), pero estos datos se refieren a cuando
solamente el crater se componia de un solo cuerpo de agua. En este trabajo, se eligié el
cuerpo de agua mas grande debido a que es el Unico en el que se habia reportado la
presencia de organismos vivos de zooplancton (Guerrero-Jiménez et al. 2019). En este lugar,
la mayoria de estudios se han enfocado en la geologia por lo que no se tiene informacién al
respecto de la flora y la fauna del lugar. Aunque existen relatos de algunas personas que
sostienen la idea de que el agua tiene propiedades curativas mientras que otros afirman
qgue el uso de esa agua para el riego de cualquier cultivo mata a las plantas, y hasta el

momento no se habia reportado presencia alguna de fauna acuatica en el mar volcanico.
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Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos de los diversos cuerpos de gua estudiados

Ecosistema Lago T Conductividad pH Sal. Prof. Area Cl-a Alcalinidad Altitud  Hidroperiodo N
(°C) (1S/cm) (s/L) (m) (ha)  (mg/L) (meq/L) (msnm)
Alta montaia BG 15 13.63 7 <0.1 2.5 0.16 2.00 0.07 3020 permanente N=10
RS 14.7 22.2 7.1 <0.1 2.4 0.46 1.94 0.16 3020 permanente N=10
RSI 10.8* 28.4* 6.8* <0.1* 0.5* 0.12* 2.76* 0.21* 3010* temporal N=3
Humedales no salinos CZ 28 1043* 7.6* 0.5* 5* 23* - - 2000* permanente N=1
AM 37.9 903* 8* 0.5* 0.30* 0.33* 34* 1.72* 6* temporal N=1
TAJ 30 1573* 7.8* 0.75% 0.50* 0.44* 40.6* 5.15* 6* permanente N=1
TRE 30 836* 8.8* 0.4* 3.5* 0.35* 28.3* 3.06* 6* permanente N=1
ANS 30 1004* 8.7* 0.5* 1* 1.12% 6.6* 3.86* 6* permanente N=1
LR 26 4376* 6.8* 2% 0.80*  0.19* 45.6* 3.53* 6* permanente N=1
Hipersalinos FP 19 42000 8.15 85.78 1.5 1219 28 1.95 410 temporal N=17
RP 21* 100000 10.4 75 4.5* 3.69* - 7.6 1686 temporal N=2

Nota: Todos los datos con (*) representan los valores tomados in-situ para el trabajo, el resto, son los valores medios de los datos ambientales de muestras de la
columna de agua en la época libre de hielo recopilados en este estudio y estudios previos de Sdnchez-Castillo et al. (1989), Morales-Baquero et al. (1999, 2006 a,
b), Reche et al. (2005), para Borreguil (BG) y Rio Seco (RS), y Morales-Baquero et al. (2019), para Rio Seco inferior (RSI). Para las restantes lagunas se han utilizado
los trabajos de Garcia & Niell (1993), Consejeria de Medio Ambiente (2015) y Batanero et al. (2017) para los valores medios anuales en Fuente de Piedra (FP); y
Armienta et al. (2008) para Rincén de Parangueo (RP) mas los valores in-situ obtenidos en este estudio. El Unico muestreo en los humedales no salinos se realizé
en los meses de agosto (lagunas de Alamo blanco (AM), Taraje (TJ), El Trébol (TRE), Aneas (ANS y Lirio (LR)) y de mayo (EI Cedazo (CZ)).

T=temperatura

Prof= profundidad maxima

Sal=salinidad

Cl-a= clorofila

N= numero total de datos obtenidos de la literatura y los tomados in-situ para este trabajo
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4. Metodologia general

En esta seccidon se describe la metodologia general de campo llevada a cabo para el
muestreo del banco de huevos diapausicos del zooplancton y de la columna de agua en los
once ecosistemas de estudio de esta tesis recogidos en la Tabla 1. Asimismo, se describe la
metodologia general de laboratorio para la extraccion y aislamiento de los huevos de
resistencia. Los métodos especificos de cada capitulo se describen en los capitulos

correspondientes.

Metodologia de campo

Muestreo del banco de huevos diapdusicos

El muestreo del banco de huevos diapdusicos se realizd en una sola visita a cada sistema.
En Espafa, los muestreos se hicieron durante los meses de julio (laguna hipersalina de
Fuente de Piedra y lagunas de alta montana de Sierra Nevada) y agosto (humedales no
salinos de Charca Suarez) de 2017; los cuerpos de agua de México (El Cedazo y Rincon de
Parangueo) se muestrearon en mayo del 2018. Todos los lagos, lagunas, y humedales, al
momento de la toma de los sedimentos presentaron agua, con excepcién de la laguna de

Fuente de Piedra.

Se tomaron tres muestras de sedimento superficial (los primeros 3 cm) en la zona mas
profunda de cada sistema. Las muestras de sedimento se extrajeron con un muestreador
de sedimento tipo core o cilindro (Figura 11 paso 1) que consiste en una vara de 2 m de
largo y un tubo acrilico de 50 cm (didmetro: 5.2 cm), (ver Vandekerkhove et al. 2005a para
mas detalles). Los cores de sedimento se cortaron in situ (Figura 11 paso 2) y cada
submuestra se guardd en una bolsa diferente de plastico resistente, debidamente
etiquetada y cerrada herméticamente (Figura 11 paso 3) para minimizar las pérdidas de

humedad durante el transporte al laboratorio. En el laboratorio, las muestras se
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conservaron en oscuridad a 4°C hasta su posterior andlisis. Solo usamos los tres centimetros
superiores del sedimento porque es el que comprende el banco de huevos de zooplancton

viable (también denominado sedimento activo) (Pérez- Martinez et al. 2013).

Figura 11. Procedimiento de colecta de sedimentos para el estudio del banco de huevos
diapausicos.

Toma de pardmetros fisicoquimicos de la columna de agua

Se realizé un muestro basico de parametros fisico-quimicos de la columna de agua de los
once cuerpos de agua en estudio. El punto de muestreo se situd en la vertical de la parte
mas profunda de cada laguna y suficientemente separado de la zona litoral. Se midié in situ
la temperatura, el pH, y la conductividad del agua con una sonda multiparamétrica (EUTECH
PC300, Figura 12 A) previamente calibrada. Ademads, se tomd una muestra de agua
integrada usando, cuando la profundidad del sistema lo permitia, una columna de muestreo
de 1 m de longitud y 10 cm de didmetro para medir, posteriormente en laboratorio, la
alcalinidad total, y en Charca Suarez, también la concentracion de clorofila a (Clo-a). Las
muestras de agua se recogieron en botellas de plastico (tipo PET), y una vez en el laboratorio
se filtraron con filtros de microfibra de vidrio Whatman GF/F (0,7 um de tamafio de poro)
de 47 mm de didmetro (Figura 12 B). La alcalinidad total (meq/L) se midié con un tritiador

(Figura 12 C) mediante una titulacidon con acido (APHA 1992).
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Figura 12. Instrumentos usados para la medicién de parametros fisicos y quimicos del agua
de los ecosistemas muestreados. A: Sonda paramétrica, B: Filtros de fibra de vidrio, C:
Titriador para medir la alcalinidad.

Metodologia de Laboratorio

Aislamiento de los huevos de resistencia

Los huevos de resistencia de rotiferos y los efipios de cladéceros se aislaron del sedimento
mediante la técnica de flotacion con sacarosa (Onbe 1978), sin recurrir a la sonicacion de la
técnica estandar ya que se vio que no afectaba al aislamiento de dichos huevos. Para ello,
de cada submuestra de cada sistema, se tomaron 20 g de sedimento (en peso humedo)
repartidos por igual en 2 tubos tipo “falcon” de polipropileno para centrifuga de 50 ml
(Figura 13, paso 1). A cada tubo se afiadié una cantidad de solucion de sacarosa (1000 g /L)
necesaria para resuspender el sedimento e igualar el peso total de cada tubo hasta 35 g
(Figura 13, paso 2). Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 20,000 rpm durante 15
minutos con una centrifuga NAHITA (Model 2655) (Figura 13, paso 3). A continuacién, el
sobrenadante se filtré a través de una malla de Nylon de 10 um de tamaio de poro usando

una bomba de vacio (BUCHI, B-169 Vaccum-Systm, Figura 13, paso 4). Para eliminar el
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exceso de sacarosa, el filtro se lavé un par de veces con agua destilada y posteriormente se
lavé el filtro en un vaso de precipitado de 50 ml que se examinaba en su totalidad para aislar

todos los huevos diapdusicos.

El reconocimiento de los morfotipos de los huevos diapausicos de rotiferos y cladéceros se
realizd en una primera fase mediante un microscopio estereoscopico OLYMPUS 3060.
Posteriormente se identificaron los morfotipos con el uso de un microscopio invertido
(Leitz, Fluovent Fu) en aumentos de 20x y 40x. Los huevos con caracteristicas similares y
con aspecto saludable se iban agrupando y contando para ser distribuidos de forma similar

en todos los tratamientos usados para los diferentes experimentos.

Figura 13. Método para obtener los huevos diapausicos de los sedimentos colectados.

Una vez obtenidos todos los huevos diapdusicos posibles, para los experimentos posteriores
(ver detalles en las metodologias de cada capitulo), los huevos se colocaban aleatoriamente
e individualmente en cada pozo de una placa de 96 pocillos con volumen de 250 ul y se
cubrian con 200 pl de agua con el medio salino y en la temperatura correspondiente con un

fotoperiodo también seleccionado de acuerdo al experimento (Figura 14).
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Figura 14. Camaras bioclimaticas con cajas opacas para realizar experimentos de eclosidn
de quistes a diferentes temperaturas. Para los diferentes experimentos en donde se
necesitaba de eclosién, se utilizaron las 6 cajas opacas aclimatadas en diferentes
temperaturas y salinidades, dependiendo del experimento a realizar.
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CAPITULO |

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA MORFOLOGICA DE LOS
HUEVOS DIAPAUSICOS COMO HERRAMIENTA PARA

LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE ROTIFEROS Y
CLADOCEROS



Introduccion

Los organismos con ciclos de vida cortos, como los rotiferos y los cladéceros, presentan una
gran variabilidad espacial y temporal en la estructura de la comunidad del zooplancton
(Arnott et al. 1998; De Meester et al. 1999; Grover 1999). Para poder representar la
totalidad de la diversidad de las especies en la columna de agua, es necesario realizar
multiples muestreos a lo largo de diferentes estaciones y afios (Arnott et al. 1999;
Vandekerkhove et al. 2004). En este sentido, el estudio de la diversidad del banco de huevos
en el sedimento de los lagos, puede representar una metodologia complementaria rentable
y eficiente, ya que un Unico muestreo permite evaluar la estructura de las comunidades y
la diversidad de las especies de zooplancton (Vandekerkhove et al. 2005a). Esto es aplicable
principalmente a los ecosistemas temporales y lagos pequenos y poco profundos, los cuales
estdn mas sujetos a factores de estrés ambiental repentinos que pueden inducir la
produccion de huevos diapausicos (Schroeder 2001), mientras que la produccién de huevos
diapausicos es muy variable en lagos mas profundos bajo diferentes condiciones

ambientales (Nevalainen et al. 2018).

May (1986), fue la primera en sugerir el uso de los huevos diapausicos para el estudio de la
diversidad de rotiferos mediante un Unico muestreo, sefialando como los bancos de huevos
colectados con un solo muestreo en diferentes puntos del mismo lago, presentaron una
diversidad de especie igual a la encontrada en la columna de agua durante un periodo de
seis afos. Resultados similares fueron encontrados para cladéceros por Crispim &
Watanabe (2001) y Vandekerkhove et al. (2005a). En el primer estudio se encontré una
mayor riqueza de especies en los bancos de huevos que en la comunidad activa de un
reservorio semiarido de Brasil. En el estudio de Vandekerkhove et al. (2005a) se muestra
como los huevos diapdusicos de los claddceros colectados en un Unico muestreo
presentaron la misma riqueza de especies que las muestras de la comunidad activa
colectadas durante un periodo de tiempo de cinco afios. En este sentido, Vandekerkhove

(2005b) afirmé que el estudio de la morfologia de los efipios puede incluso ser un mejor
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método para detectar especies de claddceros que el estudio de la comunidad activa. Por lo
tanto, los huevos de resistencia pueden actuar como un reservorio de la diversidad de
especies de zooplancton en los lagos. Adema3s, los huevos de resistencia pueden ser usados
como indicadores de la calidad del agua en estudios de monitoreo de calidad de la mismay
proveer informacion del estado de los ecosistemas acuaticos y sus cambios a lo largo del

tiempo (Jeppessen et al. 2011).

Por lo tanto, la correcta identificacion de los huevos de resistencia es fundamental para su
uso en el estudio de la estructura de las comunidades. Los huevos diapdusicos pueden
presentar una gran variabilidad estructural, incluso dentro de la misma especie, que puede
ser inducida por diferentes condiciones ambientales, la presencia de contaminantes, la
disponibilidad de alimentos y diferente densidad de poblacidn, entre otros (Piscia et al.
2012, 2016). La falta de caracteres diagndsticos claros, hasta ahora, ha impedido el uso de
la morfologia para la identificacién de las especies mediante los huevos, especialmente en
rotiferos (Brendonck & De Meester 2003). La incapacidad de distinguir los huevos de
resistencia de los rotiferos de los huevos pertenecientes a otra microfauna, que también
presentan ornamentacion similar en la superficie, puede, por ejemplo, llevar a la
sobrestimacion de la riqueza de especies (Duggan et al. 2002). Ademas, la falta de
uniformidad en las descripciones taxonédmicas de las caracteristicas de la superficie de los
huevos y el uso de una terminologia inexacta dificulta aln mas la identificacién morfolégica
de las especies (Walsh et al. 2017). Por lo tanto, es sumamente importante estandarizar la
nomenclatura de las ornamentaciones presentes en la superficie de los huevos diapausicos
para usarlos como herramienta taxondmica de identificacién a nivel de especie. En vista de
lo anterior, hasta el momento, el uso de técnicas moleculares representa el mejor método
de identificacion de los huevos diapausicos. Estas técnicas moleculares se han utilizado
ampliamente debido a su gran aproximacidn para identificar organismos cuya identificacion
es dificil debido a la carencia de caracteres taxondmicos o por ser organismos cripticos
(Hebert et al. 2004; Birky et al. 2005; Puillandre et al. 2012; Moreno et al. 2017). Moreno et

al. (2017) sugiere que el mejor método para la identificacion de especies a partir de huevos
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de resistencia es el cédigo de barras del ADN. En efecto mediante esta técnica los autores
identificaron un mayor niumero de taxa (35), comparado con los (20) tipos de huevos de

resistencia observados mediante identificacion taxondmica.

Por otro lado, mediante microscopia electrénica de barrido y microscopia éptica, Gilbert &
Wurdak (1978) observan una clara diferencia entre la morfologia de los huevos de
resistencia de cuatro especies del rotifero Asplanchna. Vandekerkhove et al. (2004) también
encuentra una correlacién positiva entre los efipios de claddceros y la riqueza de las
especies obtenida eclosionando los huevos diapdusicos. Sin embargo, los autores solo
usaron microscopia Optica, por lo que se podria estar subestimando la riqueza de las
especies debido a que no en todos los casos las especies presentaron especificidad en sus
morfotipos. En este contexto, Duggan et al. (2002) remarca la importancia de incrementar
el numero de estudios taxondmicos con el Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) para
identificar caracteristicas que puedan ayudar a identificar a las especies de rotiferos y

cladéceros.

El objetivo del presente trabajo fue identificar caracteres diagndsticos en los huevos
diapausicos, mediante el uso del microscopio dptico (MO) y MEB, con el fin de poder usar
dichos caracteres para la identificacion de especies de rotiferos y claddceros. Para este
propodsito, se analizé la morfologia de 3780 huevos diapausicos de rotiferos y cladéceros

por medio de microscopia dpticay MEB, y se comparo la resolucién de ambos microscopios.

Material y Métodos

Preparacion de los huevos diapdusicos para MO

Los huevos diapdusicos colectados de los sedimentos fueron lavados y separados por

similitud. Posteriormente, se colocaron aleatoriamente e individualmente en una placa de

96 pocillos de poliestileno para hacerlos eclosionar en condiciones de laboratorio (cdmara
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bioclimatica con un fotoperiodo de 16:8 luz/oscuridad, a una temperatura de 15 °C, con una
intensidad de luz blanca de 345.50 + 20.54 pmol s m). Una vez eclosionados los huevos
de resistencia, los organismos se identificaron mediante las claves taxondmicas para
rotiferos de Koste (1978) y para claddceros con las claves taxondmicas de Alonso (1996),
usando un microscopio invertido de la marca Leitz Fluovent Fu. Cuando no se logré
eclosionar a los organismos, la identificacién de los huevos de resistencia se realizd
mediante la descripcidén proporcionada en Moreno et al. 2017 para rotiferos y de los efipios
mediante Vandekerkhove et al. (2004) para cladéceros. Independientemente de si los
huevos diapausicos pudieron eclosionar o no, siempre se tomd una fotografia de cada
huevo diapausico con un microscopio invertido a una magnificacién de 20x y 40x para tener
certeza de que organismo eclosiond de cada huevo, ademas de poder separar huevos

similares para posteriormente tomar fotografias en el MEB.

Preparacion de los huevos diapdusicos para el MEB

Para analizar las ornamentaciones de los huevos diapausicos encontrados, cuando era
posible, se separaban 30 huevos de cada morfotipo observado, tanto para rotiferos como
para claddceros. Los huevos se separaban y se fijaban en Formol al 4%, posteriormente se
deshidrataron en alcoholes graduales empezando con 60% hasta llegar a 96%. Una vez
deshidratados, se procedia a realizar el punto critico, se montaban en un soporte de
aluminio especifico para el uso del MEB (1cm de altura x 1.2 cm de didmetro) y se cubrian
con oro para finalmente ser observados en el MEB con modelo JEOL 5900 y obtener las
fotografias necesarias de la ultra estructura de los huevos diapausicos de rotiferos y

cladéceros.

Caracterizacion de los huevos diapdusicos

Para identificar los huevos diapdusicos a nivel especie, seis caracteristicas fueron

observadas y descritas mediante MO y MEB: tamafio de huevo/efipio, forma del
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huevo/efipio, color del huevo/efipio, tamafio del espacio extra-embrionario, presencia de
ornamentacion o estructuras accesorias, y tipo de ornamentacién o estructura accesoria.
Para entender mejor los componentes estructurales de los efipios a nivel género, se

realizaron disecciones de los efipios de los cladéceros en MEB.

Tamaiio del huevo/efipio

El tamario fue La primera caracteristica que se usé para distinguir entre especies, de hecho,

los huevos diapdusicos fueron separados por similitud de tamafio, en rotiferos y cladéceros.

Forma del huevo/efipio

Aunque se observaron en algunos casos diferentes formas en los huevos de resistencia de
rotiferos, la mayoria de las veces eran de forma redonda u oval. Por lo tanto, la forma como
caracter no se consideré como diagnostico por si solo, pero cuando el huevo presentaba

irregularidades en la forma, si se consideraban como caracteres diagndsticos (Figura 1.1: 2)

Color del huevo/efipio

En este estudio, el color se observé mediante MO y solo permitié la identificacién a nivel

género de los huevos de resistencia o efipios, tanto de rotiferos como claddceros.

Espacio extra-embrionario

El espacio extra-embrionario solo se puede observar en las especies de rotiferos, aunque si
esta presente en los efipios de claddceros. El espacio-extraembrionario se define como el
espacio entre la capa que envuelve al embridn y la capa consecutiva a este. Este espacio
solo se observa mediante el MO y varia en tamafio dependiendo de las especies. En este

trabajo, se clasificd el tamafio extra-embrionario en tres categorias: Pequefio, cuando el

40



espacio cubre un area 1/8 respecto al total area del huevo (Figura 1.1: 5b), Mediano, cuando
el espacio cubre un area 1/4 respecto al total drea del huevo (Figura 1.1: 3b), Grande,
cuando el espacio cubre un area 1/2 respecto al total drea del huevo (Figura 1.1: 9b). La
aproximacion se realizo visualmente dividiendo el drea del espacio extra-embrionario entre

el area total del huevo.

Ornamentacion y estructuras accesorias

Se consideraron como ornamentacion todos los caracteres observados en la superficie de

la capa mas externa de los huevos diapdusicos, como lobulos, arrugas, pequefios orificios,

pequefias esferas, y surcos. Algunos huevos/efipios también presentaban estructuras

accesorias adicionales como es el caso de espinas y pedunculos (Figura 1.2 y Figura 1.3).

Lobulos en huevos de resistencia

Se definieron a los I6bulos como protuberancias redondeadas en la superficie de los huevos

de resistencia. Esta ornamentacién fue observada tanto en MO como MEB (Figura 1.1: 10)

Arrugas en huevos/efipios

Se nombraron como arrugas a todos los pliegues que se podian observar en la capa externa

de los huevos diapausicos, estos difieren de los surcos debido a que son irregulares y no

siguen un patron.

Pequefios orificios en huevos /efipios

Los pequefiios orificios se observaron en la superficie de la capa mas externa de los huevos,

variaron en cantidad y tamafio. Esta ornamentacién solo se logra ver mediante el uso del

MEB (ver flechas, Figura 1.1: 6a, 8a; Figura 1.2: 5b).
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Pequefias esferas en huevos/efipios

Las pequeiias esferas se pueden observar como estructuras muy redondeadas de
aproximadamente 0.5 um, se observan en la superficie del efipio (Figura 1.2: 3b). Estas

estructuras solo son visibles con MEB.

Surcos en huevos/efipios

Los surcos son ornamentaciones suaves que siguen algun patrén. Estas estructuras se
pueden observar apropiadamente con el MEB, aunque en algunos casos, también se
pueden observar con el MO. Los surcos se clasificaron primeramente en céncavos o
convexos, posteriormente, por su forma (longitudinales, irregulares, redondeados,

geométricos).

Espinas en huevos/efipios

Algunas especies presentaron espinas en la superficie de los huevos diapausicos, esta
adaptacion, usualmente estd relacionada con la defensa hacia los depredadores
(Beauchamp 1952; Halbach 1970) y para restar movimiento (Wesenberg-Lund 1930),
(Figura 1.1: 15; Figura 1.2: 8).

Pedunculos en huevos/ efipios

En algunas especies, los pedunculos se encontraban adheridos a la porcién posterior de los

efipios, los peduinculos se formaban mediante el desprendimiento del margen ventral de la

coraza del cladécero (Figura 1.2: 6, 12).
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Resultados

Un total de 3780 huevos fueron analizados. Los huevos analizados pertenecian a 12
especies de rotiferos repartidos en 5 géneros, Brachionus, Filinia, Hexarthra, Lecane, and
Lepadella; y 11 especies de cladéceros repartidos en 8 géneros, Alona, Ceriodaphnia,
Chydorus, Daphnia, Dunhevedia, Moina, Simocephalus, y un Chydoridae que no se identifico

(Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Numero de huevos diapausicos colectados por especie de rotifero y cladocero para cada cuerpo de agua muestreado y el total de

organismos eclosionados de cada especie.

ROTIFEROS CLADOCEROS
Especies Lagos/huevos # de Especies Lagos/ huevos #de
por lago eclosiones por lago eclosiones
1 Brachionus angularis A CZ (304) 81 Alona quadrangularis RS (53) 2
TAJ (2) 0
TRE (2) 1
ANS 16) 5
2 B. angularis B Cz (120) 28 A. rectangula BG (49) 0
3 B. bidentatus TAJ (44) 7 Alona sp. RSI (118) 5
ANS (33) 17
LR (32) 3
4 B. calyciflorus AB (35) 1 Ceriodaphnia pulchella TA) (24) 0
ANS (26) 2 TRE (4) 0
LR (4) 0 ANS (24) 3
LR (3) 0
5 B. dimidiatus RP (430) 28 Chydorus sphaericus RS (12) 1
RSI (10) 0
6 B. quadridentatus A AB (5) 1 Daphnia pulicaria RS (500) 0
TAJ (90) 45
TRE (62) 24
ANS (76) 34
LR (10) 2
7 B. quadridentatus B TAG (8) 2 Daphnia pulex BG (50) 0
TRE (8) 1
ANS (11) 4
8 B. manjavacas FP (96) 27 Daphnia sp TAJ (28) 0
TRE (22) 7
LR (6) 1
9 B. paranguensis RP (420) 24 Dunhevedia crassa LR (25) 4
10  Filinia terminalis Cz (28) 4 Moina salina FP (94) 17
TAJ (6) 0
11  Hexarthra fennica FP (74) 35 Simocephalus exspinosus ~ TRE (34) 0
ANS (30) 3
LR (26) 0
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Tabla 1.1. continuacion

Especies Lagos/huevos # de Especies Lagos/ huevos #de
por lago eclosiones por lago eclosiones
12  Hexarthra sp. RP (110) 1 Chydoridae AB (4) 0
no identificado TAJ (8) 0
13 Lecane bulla TAJ (144) 5
TRE (186) 31
ANS (128) 12
LR (74) 13
14 Lecane sp. TAl (25) 0
TRE (44) 4
LR (8) 2
15 Lepadella patella RS (6) 2

Nota: Acrénimos de los cuerpos de agua muestreados: Alamo Blanco (AB), El Taraje (TAJ), El Trébol (TRE), Aneas (ANS), El Lirio (LR), EI Cedazo (CZ),
Borreguil (BG), Rio Seco (RS), Rio Seco Inferior (RSI), Fuente de Piedra (FP), Rincon de Parangueo (RP).
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Disefio general de los huevos diapdusicos de rotiferos y claddceros

En rotiferos, el disefio general de los huevos de resistencia esta representado por dos capas,
una capa externa que es la que estd ornamentada y una capa interna que es la que contiene
al embrién. Estas dos capas, usualmente estdn separadas por un espacio extraembrionario
(Figura 1A). En el caso de cladéceros (Anomopoda), los huevos de resistencia estan
envueltos por una estructura ornamentada llamada efipio. Dentro del efipio, los huevos
muestran una capa externa que envuelve al huevo o huevos de resistencia y posteriormente

una capa interna que envuelve a los embriones (Figura 1B).

Figura 1.1. Estructura general de los huevos de resistencia de rotiferos y cladéceros en MEB.

(A) huevo de resistencia de rotifero: S1 capa externa con ornamentacion, S2 capa interna
compuesta por una delgada membrana, barra de medicién 100 um. (B) huevo de resistencia
de claddcero: S1 capa externa con ornamentacion, S2 capa media simple que contiene a los
huevos, S3 capa interna compuesta por una delgada membrana, barra de medicién 50 um.
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Caracterizacidn de los huevos de resistencia y efipios

En rotiferos, los seis caracteres morfolégicos que fueron considerados para este estudio y
gue permitieron la identificacion a nivel especie se observan en la Tabla 1.2 Por otro lado,
en cladéceros, los caracteres morfoldgicos encontrados para el estudio solo permitieron

identificar los efipios hasta nivel de género usando MO y MEB.
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Tabla 1.2. Caracterizacion de seis categorias para identificar los huevos de resistencia de rotiferos a nivel especie.

Género Tamaiio Forma Color espacio Ornamentaciony | Tipo de ornamentacion y especies
extra-embrionario accesorios accesorios
Brachionus Pequefa regular café Pequefia | o dimidiatus
(<100pum) (1/8 del érea total)
regular café Mediano Ornamentacion surcos marcados
(1/4 del area total) (concavos y redondeados) | angularis A
irregular café Grande ornamentacion surcos marcados
(1/2 del &rea total) (céncavos y redondeados) | quadridentatus B
irregular café Grande | s | e e e angularis B
(1/2 del &rea total)
Mediana regular café Mediano ornamentacion surcos marcados
(100 — 200 pm) (1/4 del area total) (céncavos y redondeados) | quadridentatus A
Grande regular café Pequefia ornamentacion arrugas suaves y orificios | manjavacas
(>200um) (1/8 del &rea total) pequefios
regular Mediano ornamentation surcos marcados
(1/4 del &rea total) (céncavos y redondeados) | bidentatus
regular Grande | s | e et e calyciflorus
(1/2 del area total)
regular Grande (1/2del area | cocevvvvecinveiiienes | v e paranguensis
total)
Filinia Grande irregular | Café oscuro Pequefia ornamentacion I6bulos terminalis
(>200um) (1/8 del area total)
Hexarthra Mediana regular Café oscuro ausente ornamentacion | .o fennica
(100 — 200 um)
regular café AUSENTE | e vrrereenes | e e s st enen sp.
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Tabla 1.2. continuacion

Lecane Pequena regular naranja ausente ornamentacion arrugas suaves bulla
(<100um)
irregular naranja ausente ornamentacion arrugas pronunciadas sp.
Lepadella Pequefia regular gris ausente accesorio espinas patella
(<100um)
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Tamaiio del huevo /efipio

Las medidas del tamafio de los huevos de resistencia y efipios variaron de acuerdo a las
diferentes especies. En las especies de Brachionus, la diferenciacion por tamafio fue un
caracter muy util para discriminar entre especies, ya que en muchos casos se observaba una
gran variabilidad de tamafio entre las especies. Las especies de rotiferos fueron separadas
en tres categorias: Pequeiia (< 100 um), Mediana (100 - 200 um) y Grande (> 200 um), ver
Tabla 1.2.

En claddceros, el tamafio de los efipios no fue tomado como un cardcter diagndstico para
la identificacion a nivel especie debido a la falta de diversidad de tamafios que se observd
dentro de las especies estudiadas, pero el tamafio si podia ser usado para identificar entre

diferentes géneros.

Forma del huevo/efipio

La mayoria de los huevos de resistencia de rotiferos tienen forma oval, sin embargo, tres
especies mostraron irregularidades en la forma como fue B. quadridentatus B, B. angularis
By F. terminalis. En B. quadridentatus B se observaron protuberancias en la porcién anterior
del huevo (Figura 1.2: 2a), mientras que en B. angularis B, el huevo tenia forma de rifidén
(Figura 1.2: 6a). Finalmente, F. terminalis presentaba varios l6bulos de diferente tamafio
(Figura 1.2: 10a).

En cladéceros, la forma de los efipios era consistente entre las especies estudiadas, por lo
tanto, la forma como cardcter no podia ser considerado como diagndstico para identificar

a nivel especie, pero si para nivel género.
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Figura 1.2. Micrografias de los huevos de resistencia y un acercamiento de la superficie del
huevo mediante MEB (a), huevo de resistencia en MO (b), y organismo eclosionado del
huevo (c). 1. Brachionus angularis A de “El Cedazo”, 2. Brachionus angularis B de “El
Cedazo”, 3. Brachionus bidentatus, 4. Brachionus calyciflorus, 5. Brachionus dimidiatus.
Barra de medicién 50 um.
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Figura 1.2. (continuacién) 6. Brachionus quadridentatus A de “Charca de Suarez”, 7.
Brachionus quadridentatus B de “Charca de Suarez”, 8. Brachionus manjavacas, 9.
Brachionus paranguensis, 10. Filinia terminalis. Barra de mediciéon 50 um.
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Figura 1.2. (continuacion) 11. Hexarthra fennica, 12. Hexarthra sp., 13. Lecane bulla, 14.
Lecane sp., 15. Lepadella patella. Barra de mediciéon 50 um.
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Color del huevo/efipio

En rotiferos, los huevos de resistencia de Brachionus, Filinia y Hexarthra eran de color café
(Figura 1.2: 1b - 12b), mientras que en las especies de Lecane el color predominante fue el
naranja (Figura 1.2: 13b, 14b). Finalmente, el huevo de Lepadella patella fue de color gris

(Figura 1.2: 15b).

En claddceros, las tres especies de Alona y Chydorus sphaericus, presentaron un color
naranja trasparentado en el efipio (Figura 1.3: 1b, 2b, 3b, 5b), aunque solo Alona sp. de Rio
Seco Inferior presentd un color naranja mas intenso en la capa externa del efipio (Figura
1.3: 3b). En Ceriodaphnia pulchella y Moina salina, el efipio era transparente, mientras que
la capa media que envuelve a los huevos de resistencia era de color transparente y oscuro,
respectivamente. (Figura 1.3: 4b, 10b). Las dos especies de Daphnia identificadas,
Simocephalus exspinosus, y el Chydoridae no identificado presentaron una capa externa
oscura (Figura 1.3:6, 7, 8, 11, 12). Finalmente, el efipio de Dunhevedia crassa presentd una

capa externa café transparentada (Figura 1.3: 9b).

Espacio extraembrionario del huevo/efipio

Las especies de Brachionus, B. dimidiatus y B. manjavacas presentaron un espacio
extraembrionario de tipo pequefio, para B. angularis A, B. quadridentatus A, B. bidentatus,
el espacio extraembrionario fue de tipo Mediano. Finalmente, B. angularis B, B.
quadridentatus B, B. calyciflorus, y B. paranguensis presentaron un espacio
extraembrionario grande (Tabla 1.2). En Filinia terminalis el espacio extraembrionario estd
deformado y dividido en diferentes cdmaras que forman Iébulos (Figura 1.2: 10). En las
especies Hexarthra, Lecane y Ledadella el espacio extraembrionario esta ausente (Figura

1.2: 11b, 12b).

En claddceros, el espacio extraembrionario no se pudo observar ni por MO ni MEB.
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Ornamentacion y estructuras accesorias

Lébulos del huevo/efipio

Los Iébulos solo se observaron en el rotifero Filinia terminalis por MO and MEB. El analisis
de la ultra-estructura con MEB mostré que la capa externa se pliega con la capa interna que
envuelve al embridn, con la excepcion de dos series de I6bulos presentes en la superficie
del huevo que, como observado por MO, preservan el espacio extra-embrionario (Figura

1.2:10)

Arrugas del huevo/efipio

En rotiferos, las arrugas representan un caracter diagndstico para la identificacion de las
especies de rotiferos del género Lecane (Figura 1.2: 13, 14). Lo huevos de L. bulla muestran
algunas arrugas no muy pronunciadas en la superficie, aunque en algunas ocasiones pueden
ser ausentes. Los huevos de resistencia de L. bulla por lo general se observan dentro del
cuerpo de la hembra, pero también, en muy pocas ocasiones, se pueden observar fuera de
la lorica. En Lecane sp., los huevos de resistencia siempre se observaron fuera del cuerpo
de la hembra; la caracteristica particular fue la presencia de arrugas muy pronunciadas
alrededor de todo el huevo que se pudieron observar facilmente mediante el MO y el MEB.
En L. bulla, la persistencia del huevo de resistencia dentro del cuerpo de la hembra limita el
estudio de la ornamentacién mediante el MEB (Figura 1.2: 13, 14).

En claddceros como D. crassa, las arrugas solo se observaban en la ornamentacién interna

del efipio (Figura 1.4: 5c¢).

Pequefios orificios del huevo/efipio

En rotiferos y claddceros los pequenos orificios solo se pudieron observar mediante el

analisis del MEB. En rotiferos, B. quadridentatus Ay B. manjavacas presentaron pequefios
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orificios, aunque solo en B. manjavas se observaron dos tamanos diferentes de orificios en

la superficie del huevo (ver flechas, Figura 1.2: 6a, 8a).

En cladéceros, solo D. crassa presenté gran cantidad de orificios en la superficie del efipio

(ver flechas, Figura 1.4: 5b).

Pequefias esferas del huevo/efipio

Pequenas esferas se observaron solo en el claddcero C. sphaericus. La superficie presentaba
gran cantidad de estas pequeiias esferas que solo se pudieron observar por MEB (ver Figura

1.4: 3b).

Surcos del huevo/efipio

En rotiferos y claddceros, los surcos se observaron mediante el MO, no obstante, para su
clasificacion fueron necesarios analisis de MEB. En rotiferos, B. angularis A, B.
quadridentatus A, B. quadridentatus B, y B. bidentatus, presentaron surcos prominentes

gue a su vez fueron clasificados como céncavos y redondeados (ver Tabla 1.2).

En cladéceros, todas las especies pertenecientes al género Daphnia presentaron efipios con
surcos concavos, mientras que el resto de las especies fueron del tipo convexo. En cuanto
a la forma de los surcos, las especies de Alona y el Chydoridae no identificado presentaron
varias hileras de surcos delgados dispuestos longitudinalmente, mientras que en Moina
salina los surcos tenian forma irregular. Las especies de Daphnia y Simocephalus exspinosus
presentaron surcos con una forma ovalada, y finalmente en Ceriodaphnia pulchella los
surcos observados tenian forma geométrica y eran poco pronunciados (ver Figura 1.3: 1a —

12a; Figura 1.4: 1b -8b).
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Figura 1.3. Micrografias de algunas especies de claddceros y sus ornamentaciones del efipio
tomadas con MOB (a), efipio tomado con MO (b), y organismo eclosionado de cada huevo
(c). 1. Alona quadrangularis, 2. Alona rectangula, 3. Alona sp. 4. Ceriodaphnia pulchella, 5.
Chydorus sphaericus. Barra de medicion 100 um.
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Figura 1.3. (continuacion) 6. Daphnia pulicaria de Rio Seco 7. Daphnia pulex de Borreguil 8.
Daphnia sp. 9. Dunhevedia crassa, 10. Moina salina. Barra de medicién 100 um. * fotos de
los organismos colectados de la columna de agua.
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11b

Figura 1.3. (continuacidn) 11. Simocephalus exspinosus, 12. Chydoridae no identificado.
Barra de medicién 100 um.

Espinas del huevo/efipio

Las espinas en huevos diapausicos se observaron mediante el MO y el MEB, sin embargo, el
analisis con el MEB permitié mads detalles de observacion. En rotiferos, solo en L. patella se
observaron una gran cantidad de espinas con punta muy aguda que recubrian el huevo de

resistencia (Figura 1.2: 15).

En claddceros, solo especies del género Daphnia presentaron espinas caudales en el efipio

(Figura 1.3: 6 - 8).
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Pedunculos del huevo/efipio

Los pedunculos se observaron solo en dos especies de claddceros, D. pulicaria de Rio Seco
y en el Chydoridae no identificado de Alamo Blanco. Los pedinculos se observaron pegados
a la porcién posterior del efipio (Figura 1.3: 6,12) y se observaron facilmente mediante el

MOy el MEB.

Ultra estructura de los huevos diapdusicos analizados con MEB

En rotiferos, el analisis mediante el MEB permitié una mejor resolucién de la ornamentacién
de los huevos de resistencia comparado con el MO. En este trabajo, se realizé un zoom de
la superficie de los huevos de resistencia y se observaron caracteres que mediante el uso

del MO no podrian detectarse (Figura 1.2: 1a — 15 a).

En cladéceros, las fotos tomadas mediante el MEB mostraban la superficie del efipio, las
diferentes capas del efipio, y el huevo de resistencia (Figura 1.4). La mayoria de los efipios
analizados en claddceros, mostraron la presencia de un solo huevo de resistencia, con
excepcion del género Daphnia que mostré la presencia de dos huevos de resistencia. En
Alona rectangula (Figura 1.4: 1a) la superficie del efipio presentd surcos (Figura 1.4: 1b)
mientras que internamente no se observd ninguna ornamentacién (Figura 1.4:1c); En
Ceriodaphnia pulchella (Figura 1.4: 2), la ornamentacidon presente en el efipio estaba
representada por surcos poco pronunciados dispuestos geométricamente (Figura 1.4: 2b),
mientras que internamente se observaron orificios cubiertos por fibras entrelazadas (Figura
1.4: 2c). En Chydorus sphaericus (Figura 1.4: 3), la ornamentacién del efipio presento una
gran cantidad de pequefias esferas por toda la superficie (Figura 4.4: 3b), mientras que
internamente no se observo algun tipo de ornamentacién (Figura 1.4: 3c). En Daphnia
pulicaria de Rio Seco (Figura 1.4: 4), el efipio estaba recubierta por una delgada membrana
y en muchos casos, se observd la presencia de dos pedunculos que se formaban por el

desprendimiento del margen ventral de la coraza del cladécero (ver flechas, Figura 1.4: 4a).
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Los efipios presentaban surcos concavos redondeados como ornamentacion (Figura 1.4:
4b), mientras que en la ornamentacién interna presentaban orificios cubiertos por una
membrana delgada (Figura 4.4: 4c). En Dunhevedia crassa (Figura 1.4: 5), la superficie del
efipio presentd pequeiios orificios por toda la superficie (Figura 1.4: 5b) y una
ornamentacion interna con arrugas (Figura 1.4: 5c). En Moina salina (Figura 1.4: 3) la
ornamentacion externa del efipio presenté surcos irregulares convexos (Figura 1.4: 6b) y su
ornamentacion interna presentaba fibras entrelazadas (Figura 1.4: 6¢). En Simocephalus
exspinosus (Figura 1.4: 7) la ornamentacion externa del efipio presenté pequefios surcos
convexos y redondeados (Figura 1.4: 7b) y su ornamentacién interna tenia orificios y
membranas (Figura 1.4: 7c). En el Chydoridae no identificado (Figura 1.3: 8), el efipio
mostraba un pedunculo largo y grueso (ver flecha, Figura 1.4: 8a), su ornamentacién
externa presentaba delgados surcos dispuestos longitudinalmente (Figura 1.4: 8b) y la

ornamentacion interna tenia orificios (Figura 1.4: 8c).
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Figura 1.4. Ultra estructura de los efipios de las diferentes especies de claddceros
estudiados. 1. Alona rectangula: efipio (a), superficie del efipio (b), ornamentacidn interna
del efipio (c), diferentes capas del efipio, ver flechas (d), huevo de resistencia (e) 2.
Ceriodaphnia pulchella: efipio (a), superficie del efipio (b), ornamentacién interna del efipio
con orificios cubiertos por fibras entrelazadas que forman una membrane delgada (c),
estructura interna de la capa mds externa del efipio, ver flecha (d), acercamiento de las
fibras entrelazadas (e) 3. Chydorus sphaericus: efipio (a), superficie del efipio (b),
ornamentacioén interna del efipio (c), diferentes capas del efipio, ver flechas (d), huevo de
resistencia (e) 4. Daphnia pulicaria: efipio con pediunculos y membrana, ver flechas (a),
superficie del efipio (b), ornamentacién interna del efipio, la ornamentacién tenia pequeiios
orificios cubiertos por una membrana (c), diferentes capas del efipio, ver flechas (d), huevo
de resistencia (e) 5. Dunhevedia crassa: efipio (a), superficie del efipio con orificios
pequefios, ver flecha (b), ornamentacion interna del efipio, ornamentacion con arrugas (c),
huevo de resistencia (d), células en el interior del huevo de resistencia, ver flechas (e) 6.
Moina salina: efipio (a), superficie del efipio (b), ornamentaciéon interna del efipio,
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ornamentacioén con fibras entrelazadas que forman una membrana (c) diferentes capas del
efipio, ver flechas (d), huevo de resistencia (e) 7. Simocephalus exspinosus: efipio (a),
superficie del efipio (b), ornamentacién interna del efipio, ornamentacién con orificios y
membranas gruesas (c) diferentes capas del efipio, ver flechas (d), huevo de resistencia (e)
8. Chydoridae unidentify: efipio con pedunculos, ver flecha (a), superficie del efipio (b),
ornamentacion interna del efipio, ornamentaciéon con orificios (c), diferentes capas del
efipio, ver flechas (d).

Comparacion entre MO y MEB

Cuando se compararon las ventajas y desventajas de cada microscopio al momento de
analizar los componentes morfoldgicos de los huevos diapdausicos, los resultados sefialan
gue a nivel de género el MO provee de suficiente informacion para diferenciar entre los
diferentes géneros, tanto para rotiferos como para claddceros, por tanto, se puede
prescindir del MEB. Mas sin en cambio, cuando el analisis se hizo a nivel especie, primero
se procedid a eclosionar a los embriones que estaban en los huevos, para después asociar
cada especie con su respectivo huevo. Una vez dilucidado esto, los huevos diapausicos eran
facil de reconocerse mediante el analisis del MO, con excepcidn de las especies del género
Brachionus, para estas especies, los analisis mediante el MEB fueron esenciales para poder
detectar algun caracter diagnostico en la superficie de los huevos que pudiera ayudar a la

identificacion de las especies estudiadas.

Discusion

Este representa el primer estudio que muestra las variaciones morfolégicas de los bancos
de huevos diapausicos de rotiferos y cladéceros usando microscopia éptica y microscopia
electronica de barrido. Estudios anteriores han recomendado el uso de los bancos de
huevos como alternativa efectiva y de bajo coste para estudiar la riqueza de especies en
lagos someros (May 1986, Vandekerkhove et al. 2005a, b). No obstante, estos autores

utilizaron el método de eclosidon que presenta limitaciones, ya que requiere la incubacidn
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de los huevos diapdusicos y condiciones adecuadas para la eclosion. Por lo tanto, la
identificacion directa de los huevos diapausicos mediante su morfologia podria solventar
estos problemas y representar un método eficaz para evaluar la riqueza zooplancténica
presente en los lagos. Ademas, en este estudio mostramos la presencia de especificidad de
especie en la morfologia de los huevos diapausicos de rotiferos. Anteriormente, otros
estudios habian sugerido algunos caracteres morfolégicos especie-especificos en los efipios
de cladéceros (Vandekerkhove et al. 2004), mientras que no habian sido identificados
caracteres diagndsticos utiles que pudieran identificar las especies de rotiferos (Gilbert
1995; Brendonck & De Meester 2003). Por este motivo, hasta ahora, el estudio de cédigo
de barras del ADN representa la mejor herramienta para estudiar la diversidad del
zooplancton mediante el uso de huevos diapausicos (Moreno et al. 2017). En efecto, la
taxonomia molecular podria proporcionar la identificacion de especies sin la necesidad de
hacer eclosionar a los huevos diapausicos. Sin embargo, el costo elevado de esta técnica y
la necesidad de una sdlida base de datos, representan una limitacién de la taxonomia
molecular. De hecho, en rotiferos y claddceros, las secuencias presentes en bases de datos
como NCBI y BOLD representan un nimero limitado de especies. De acuerdo con Seggers
(2008), el numero de estudios moleculares en rotiferos que incluye analisis taxondmicos
aun son pocos. En el caso de claddceros las condiciones son similares, Forro et al. (2008)
sefiala que los estudios moleculares en claddceros se enfocan sobre todo en el género
Daphnia. Por lo tanto, para identificar especies de zooplancton mediante analisis de ADN,
la eclosidn de los embriones aun es necesaria. En el presente estudio, como una alternativa
de identificacion de especies o género en rotiferos y cladéceros, se propone la identificacién
morfoldgica de los huevos diapausicos mediante el analisis del MO y el MEB. También se
realiza una descripcion morfoldgica de los huevos diapdusicos de rotiferos y cladéceros que
ayudard a homogenizar la nomenclatura de los caracteres, y por lo tanto a superar las
dificultades debidas a la presencia de ambigliedad en la descripcidn morfolégica de Ila
superficie de los huevos diapdusicos (Walsh et al. 2017) De hecho, hasta el momento, se
tiene muy poca informacién sobre las caracteristicas morfoldgicas del tipo de

ornamentaciones de los huevos diapausicos, ademas, la controversia sobre si existe una
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especificidad entre la morfologia de los huevos y las especies aln no esta resuelta. Duggan
et al. (2002) también sugiere que el uso de la morfologia de los huevos diapausicos es una
herramienta mas facil y barata para la identificacién de las especies y resalta la necesidad

de proveer mds material taxondmico que facilite la identificacién de especies.

Para cladéceros, de acuerdo con Vandekerkhove et al. (2004) el uso de los huevos
diapdusicos como herramienta taxondmica, presenta algunas dificultades debido a la gran
variabilidad morfoldgica intra-especifica de los efipios y las pocas diferencias morfoldgicas
entre algunas especies. En el presente estudio, once especies de claddceros fueron
analizadas y no se encontraron caracteres diagndsticos que permitieran su identificacion a
nivel de especie, ni con el MO ni con el MEB. La Unica excepcion fue D. pulicaria de Rio Seco,
para la cual se observd la presencia de un pedunculo en los 500 efipios analizados, y miles
de huevos pertenecientes a esta especie se observaron en la superficie del lago pegados a
través del pedunculo a la vegetacion litoral (Apéndice 1). Sin embargo, en cultivos en
laboratorio, algunos efipios de esta especie no presentaron pedunculo (Ramos-Rodriguez,
observacién personal). Por el otro lado, D. pulex de Borreguil y Daphnia sp. de Charca de
Sudrez nunca presentaron el pedunculo. En general, en claddceros, el uso de la morfologia
de los huevos diapausicos no permitid una identificacion taxonémica a nivel de especie,
incluso utilizando el MEB. Sin embargo, reportamos caracteristicas, como la presencia de
pequefios orificios, en la superficie de Dunhevedia crassa. En general, se necesitan analisis
mas detallados con el MEB que incluyan varias especies congenéricas para poder confirmar

la utilidad de los huevos diapausicos de cladéceros como herramienta taxondmica.

Para rotiferos, evidencias de especificidad de especie han sido documentadas por primera
vez por Nipkow (1961), Beauchamp (1965), Bogoslavsky (1967), y Gilbert & Wurdak (1978).
Un importante aspecto que hay que tomar en consideracién a la hora de analizar huevos
diapausicos de rotiferos, es la presencia de un alto nivel de especiacién criptica (Fontaneto
et al. 2009; Garcia-Morales & Elias—Gutiérrez 2013). Otros autores (Schroeder & Walsh

2007; Ciros-Perez et al. 2001; Michaloudi et al. 2017) también demostraron la presencia de
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especies cripticas dentro de complejos de especies de rotiferos, tal como Epiphanes senta,
Brachionus plicatilis, y B. calyciflorus, no obstante, aun faltan mas complejos de especies
por descubrir. Para poder entender si realmente existe especificidad de especie, es
necesario demostrar esta propiedad también dentro de los grupos de especies cripticas,
ademas, se debe demostrar si los rotiferos presentan variabilidad intra-especifica entre los
morfotipos de huevos diapausicos como lo documentd Bogoslovsky (1963) y Pourriot &
Snell (1983) en el complejo de Brachionus plicatilis. Este complejo de especies es uno de los
estudiados y Mills et al. (2017) sugiere la presencia de 15 especies dentro del complejo. Las
imagines de los huevos de resistencia tomadas con el MEB de los tres morfotipos
encontrados en este estudio fueron comparadas con las imagines de los tres morfotipos
observados por Ciros-Perez (2001), y los resultados demostraron la presencia de
especificidad de especie en todos los casos. En este contexto, para poder confirmar la
presencia de especificidad de especie, se deben realizar mas analisis moleculares y de MEB
con el resto de las especies que conforman el grupo complejo y verificar si esta condicién

se cumple en todos los casos.

También se encontraron dos morfotipos en B. angularis y B. quadridentatus. Este resultado
indica alta variabilidad morfoldgica intra-especifica en ambas especies. Moreno et al. (2017)
sugirié6 que B. quadridentatus podria representar un complejo de especies, asi como
también podria ser el caso para B. angularis. Aunque en el presente estudio los resultados
no han sido confirmados mediante analisis moleculares, la gran diferencia observada con el
MO y MEB entre los huevos diapausicos de los dos morfotipos de B. angularis, asi como
también las diferencias morfoldgicas de los organismos eclosionados, sugieren la presencia
de diferentes especies. Por lo tanto, este resultado respaldaria la teoria sobre la presencia
de especificidad de especie. Los huevos diapausicos pertenecientes a B. angularis “a”

encontrados en dos lagos diferentes (El Cedazo y Charca de Sudrez), fueron consistentes

entre poblaciones a pesar de la amplia distribucién geografica.
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Mientras que en algunas especies la especificidad de especie es facil de detectar debido a
las grandes diferencias existentes entre huevos, otras presentan altos niveles de similitud
entre huevos diapausicos, como es el caso de Hexarthra. Por lo tanto, es necesario
encontrar caracteres diagndsticos que permitan distinguir entre dichas especies. Para el
género Hexarthra, el caracter diagndstico mas representativo fue el color, ya que ninguna
de las especies bajo estudio presentaba ornamentacion en los huevos. Este resultado
concordd con cuanto anteriormente observado para Hexarthra bulgarica, una especie de
rotifero encontrada en diferentes lagos de Sierra Nevada (no incluido en el presente
estudio), que no presentaba ornamentacién, aunque si tenia un color oscuro (observacién
personal). La presencia de diferentes colores parece estar relacionada con la respuesta
ecoldgica a la exposicion a la luz, como demostrado por Minkoff et al. (1983) para B. plicatilis
utilizando diferentes tiempos de exposicion a la luz. Aunque analisis taxondmicos con
huevos diapdusicos de Hexarthra demostraron que el color podria representar un caracter
diagnéstico, para poder proporcionar ulteriores evidencias para la identificacion a nivel de
especie, los analisis deberian ser complementados con experimentos ecoldgicos. En
general, para Hexarthra, los analisis de MO representaron la herramienta mas eficaz ya que

el color no puede ser identificado con el MEB.

En Lecane, las grandes diferencias encontradas entre las dos especies analizadas respaldan
la especificidad de especie. Mientras que en L. bulla los huevos fueron encontrados
principalmente dentro del cuerpo de la hembra, en Lecane sp. los huevos fueron siempre
encontrados fuera de la hembra y sus ornamentaciones fueron facil de identificar (Figura
1.2: 13, 14). Los individuos de Lecane sp. no pudieron ser identificados a nivel de especie ya
que nunca fue posible observar la porcién anterior del cuerpo de los organismos
eclosionados. Sin embargo, las espinas caudales, la forma y los datos obtenidos de la
comunidad activa del lago, indicaron que los huevos diapdusicos muy probablemente
pertenecian a L. luna. Moreno et al. (2017) identificd, mediante analisis moleculares, cuatro
diferentes especies de Lecane, aunque las imagenes de MO de los huevos diapausicos

parecian idénticos, y no se proveyeron imagenes del MEB que muestran una mejor
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resolucion de la superficie de los huevos. A pesar de que la identificacion de las especies de
Lecane bajo estudio se pudo obtener facilmente con el MO, recomendamos integrar el uso
del MEB, asi como de analisis moleculares, debido a que el pequeiio tamafio de los huevos

diapdusicos podria dificultar la identificacién.

Para el género Filinia, Bogoslavsky (1967) demostro la presencia de especificidad de especie
en Filinia longiseta, F. passa, y F. terminalis, y Koste (1978) también proporcioné dibujos de
los diferentes morfotipos. Ademas, Moreno et al. (2017) identificd F. longiseta mediante
analisis moleculares y las imagenes de los huevos diapdusicos proporcionadas fueron
consistentes con nuestras imagenes. En el presente estudio, identificamos F. terminalis, y
las comparaciones entre los dibujos y las imagenes del MO de F. longiseta y F. terminalis,
sugirieron que el diferente tamano y la disposicion de los I6bulos en los huevos diapausicos,
podrian representar los mejores caracteres diagndsticos para la identificaciéon de las
especies de Filinia. La comparacién entre imagenes de MO de F. longiseta y F. terminalis
mostraron que la primera especie presentaba |Idbulos con tamario relativo parecido a los
observados en las imagenes de Moreno et al. (2017) y en los dibujos de Koste (1978). Por el
otro lado, los |6bulos de F. terminalis presentaron diferentes tamafios. Aunque los l6bulos
se puedan observar con el MO, su perspectiva y dimensién no se observan bien definidas,

y es por lo tanto recomendable tomar imagenes con el MEB para un analisis mas riguroso.

Finalmente, con respecto al género Lepadella solo se encontraron huevos diapausicos
pertenecientes a la especie Lepadella patella, por lo tanto, no se pudieron efectuar
comparaciones entre huevos y la presencia de especificidad de especie no pudo ser
confirmada. Sin embargo, los huevos diapausicos de Lepadella se pudieron diferenciar
claramente de los huevos de otros géneros de rotiferos. De todos modos, debido a que los
huevos de Lepadella son muy pequeiios, para su analisis se recomienda el uso del MEB, ya
gue el MO no permite una adecuada resolucién de la superficie del huevo tal como

reportado por Moreno et al. (2017) para las cuatro especies de Lecane analizadas.
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CAPITULO Il

Patrones de abundancia y diversidad de los
huevos del zooplancton en relacion con las

caracteristicas del habitat



Introduccion

La acumulacién en los sedimentos de huevos diapausicos del zooplancton de diferentes
especies, generaciones y genotipos, representa una reserva potencial de biodiversidad
(Hairston 1996; Brendonck & De Meester 2003). Asi, por ejemplo, en el capitulo 1 de esta
tesis se ha puesto de manifiesto que el uso de los huevos diapausicos del zooplancton
podria complementar las estimaciones de la biodiversidad de las comunidades
zooplanctodnicas realizadas exclusivamente a partir del andlisis de las comunidades activas
en la columna de agua. Ademas de representar reservorios de la diversidad de especies en
los lagos, los bancos de huevos integran las variaciones estacionales y anuales de las
condiciones ambientales, representando asi archivos ecolégicos y evolutivos del habitat
donde se encuentran (Hairston 1996; Brendonck & De Meester 2003). Esto es asi, sobre
todo, en ecosistemas con ambientes temporalmente variables como los lagos someros y
temporales, mas sujetos a condiciones ambientales desfavorables, en los que los huevos
mas frecuentemente retrasan su eclosion extendiendo el tiempo promedio generacional de
los organismos, causando asi la presencia de bancos de huevos con un fuerte solapamiento
de generaciones (Ellner & Hairston 1994). En efecto, en un ambiente cambiante, esta
estrategia de “dispersidon en el tiempo” conocida como apuestas multiples (bet-hedging) en
la literatura evolutiva (e.g, Van Dooren & Brendonck 1998), y el denominado “efecto de
almacenamiento” en la literatura sobre coexistencia de especies (e.g., Chesson 1983),
puede llevar a la presencia de un banco de huevos con alta diversidad genética y de especies
(Warner & Chesson 1985; Hedrick 1995). En este sentido, los huevos diapausicos
representan, por tanto, un stock de genes, incrementando la variacién genética de la
poblacién y, consecuentemente, su potencial evolutivo. Por ende, este proceso de
almacenamiento, representa un mecanismo efectivo para mantener la diversidad dentro
de las comunidades, ya que especies que han desaparecido temporalmente de Ia
comunidad activa a causa de las condiciones desfavorables, pueden seguir representadas
en el habitat por sus huevos diapausicos. El efecto de almacenamiento ha sido constatado

en varios estudios, por ejemplo, May (1986) encontrd, con un Unico muestreo del banco de
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huevos, la misma diversidad de rotiferos en el sedimento que en la comunidad activa a lo
largo de seis afios. También, Donald (1983), en un estudio de diversidad de braquidpodos
durante diez anos, observd que la presencia de las especies en la comunidad activa estaba
determinada por las condiciones climaticas del afio anterior, y que a menudo algunas
especies desaparecian de la comunidad activa durante afios consecutivos y de repente

volvian a aparecer en gran abundancia.

Todos estos estudios demuestran la importancia de incluir los bancos de huevos diapausicos
en los estudios de riqueza de especies de las comunidades zooplanctdnicas, principalmente
en aquellos ecosistemas que, debido a sus condiciones ambientales cambiantes o sus
hidroperiodos cortos, podrian favorecer la produccidon de huevos diapausicos por parte de
la comunidad (Garcia-Roger 2006). Sin embargo, existen pocos estudios sobre la riqueza de
los bancos de huevos, sobre todo, en rotiferos (Ito 1958; Nipkow 1961; Snell et al. 1983 b;
Marcus et al. 1994), ya que la escasa informacién que hay disponible sobre la diversidad de
huevos en el sedimento proviene de otros grupos de invertebrados plancténicos,
especialmente claddceros (Yurista 1997; Hairston et al. 1999; Caceres & Tessier 2004;
Kerfoot & Weider 2004; Vandenkerkhove et al. 2005b) y copépodos (Ban 1992; Hairston &
Van Brunt 1994; Knapp et al. 2001). Ademas, la mayoria de la informacién disponible esta
sesgada hacia cuerpos de agua permanentes y relativamente profundos, y muy pocos
trabajos se han centrado en cuerpos de agua someros, tanto en rotiferos (Ito 1958;

Schroeder 2001) como en claddceros (Vandenkerkhove et al. 2005a).

Los patrones de diapausa (i.e., produccidn, viabilidad y eclosién de los huevos diapdusicos)
de diferentes especies, y de diferentes poblaciones de la misma especie del zooplancton,
estdn correlacionados con las caracteristicas de los ecosistemas en el que se encuentra cada
comunidad (Pourriot & Snell 1983; Liu & Niu 2010; Walczyniska & Serra 2014). Esto hace
muy dificil prever cudles son los estimulos ambientales que inducen las respuestas de
eclosion de los huevos diapdusicos, especialmente cuando se trata de huevos que proceden

de lagunas someras y temporales ya que en los experimentos de eclosién suelen tomarse
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como referencia los estimulos que favorecen la eclosidon de los huevos procedentes de
cuerpos de agua con gran volumen y de régimen hidrico permanente. Por ejemplo, ha sido
demostrado que, en lagos permanentes, el fotoperiodo y la temperatura, representan dos
factores muy importantes que influencian la eclosion de los huevos diapausicos (Fryer 1996;
Brendonck & De Meester 2003), aunque todavia no se conoce con exactitud cuales son las
condiciones ambientales que favorecen o afectan la viabilidad y eclosion de los huevos

diapdausicos de rotiferos y cladéceros en lagunas someras.

La escasez de trabajos sobre diversidad del banco de huevos del zooplancton, sobre todo
de rotiferos, se debe principalmente a la dificultad en la identificacién morfolégica de los
huevos a nivel de especie. De hecho, aun no esta claro si existe especificidad en los
morfotipos de las especies. Mientras que en algunos casos se ha demostrado una clara
especificidad de las especies (Nipkow 1961; Beauchamp 1965; Gilbert & Wurdak 1978;
véase también el capitulo 1 de esta tesis), en otros, en cambio, se ha observado que una
sola especie puede producir diferentes morfotipos de huevos diapdusicos (Bogoslovsky
1963; Pourriot & Snell 1983) o, incluso, morfotipos de huevos similares entre especies
diferentes (Vandekerkhove et al. 2004; Moreno et al. 2017). Por tanto, mientras exista esta
limitacion en la identificacién taxondmica, el estudio de la diversidad del zooplancton a

partir del muestreo de las comunidades activas, parece ser todavia el medio mds preciso.

Los principales objetivos de este estudio fueron: i) Cuantificar la abundancia de huevos
diapausicos con aspecto saludable (como una medida del tamafo de la reserva de huevos
viables), y la riqueza de especies de claddceros y rotiferos, en el banco de huevos activo de
un conjunto de lagunas y humedales que representan un amplio rango geografico y
ecoldgico; ii) Comparar la riqueza de especies de ambos grupos de zooplancton encontrada
en la comunidad activa y en los bancos de huevos dentro de cada ecosistema; vy, iii) Explorar
la relacién entre los patrones de abundancia y riqueza de especies del banco de huevos y

las caracteristicas del habitat en el que han sido producidos.
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Metodologia

Los once ecosistemas de estudio y la caracterizacion ecoldgica de sus hdabitats se han
descrito con detalle en la introduccién general de esta tesis (véase la seccién Ecosistemas

de estudio, Tabla 1).

Para determinar la riqueza total de especies de rotiferos y cladéceros en cada sistema, se
realizaron colectas tanto del zooplancton activo de la columna de agua como del banco de

huevos del sedimento.

Muestreo de la comunidad zooplanctdnica activa

En cada sistema, se colectd una sola muestra cualitativa de zooplancton durante los veranos
de 2017 y 2018, con excepcidn de las tres lagunas de alta montaria de Sierra Nevada en las
que se tomaron cuatro muestras aproximadamente en un intervalo de 20 dias para tratar
de cubrir todo el periodo de deshielo de las lagunas y poder asi disponer de muestras
representativas de la comunidad activa de rotiferos y claddéceros pelagicos, ya que no se
tenia conocimiento sobre en qué momento del deshielo las especies salen de su estadio de
dormancia. Las muestras se tomaron con una red de zooplancton con apertura de malla de
50 um y se fijaron con etanol al 70%. Las especies de rotiferos y cladéceros se identificaron
usando las claves taxondmicas de Koste (1978) y Alonso (1996), respectivamente, bajo un
microscopio invertido (Leitz, Fluovert Fu) con los objetivos 20x y 40x. La identificacion
taxondmica de las especies de rotiferos, fue revisada por el Dr. H. Segers (Universidad de
Gante), y la de las especies de cladéceros fue revisada por el Dr. M. Silva-Briano

(Universidad Auténoma de Aguascalientes) (Tabla 2.1).
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Colecta, extraccion e identificacion de los huevos diapdusicos

Los huevos diapdusicos de rotiferos y efipios de claddceros fueron aislados de las mismas
muestras de los cores de sedimento utilizadas en el capitulo 1 y cuya metodologia de
extraccién se detalla en la metodologia general de esta tesis (Paginas 44-45). Para este
estudio se utilizaron sélo los huevos que presentaban un aspecto saludable, es decir,
aquellos que mostraban su cubierta externa intacta para poder asumir que eran viables

(Garcia-Roger et al. 2005).

Los huevos diapausicos de rotiferos y claddceros se identificaron de acuerdo al capitulo 1y
con la bibliografia de Koste (1978), Moreno et al. (2017), Gilbert & Wurdak (1978) para

rotiferos, y Vandekerkhove et al. (2004) para cladéceros.

Estimacion de la densidad de huevos diapdusicos

La densidad de propagulos (i. e., huevos y efipios) de resistencia se estimd a partir una
muestra compuesta por las tres muestras de sedimento de cada laguna. Inicialmente, en
cada sistema, se contaron los huevos saludables extraidos desde 100 g (peso humedo) de
sedimento, a excepcion de la charca El Lirio de dénde se extrajeron los huevos de 50 g de
sedimento. Para referir los resultados de abundancia de huevos por gramo de peso seco de
sedimento, se estimo el peso seco del sedimento por diferencia de pesadas de una muestra
de 1 g de sedimento himedo antes y después de desecarlo en una estufa a 40°C durante

24 horas.

Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico R 3.0.1 (R Foundation

for Statistical Computing). La descripcidon de dichos analisis se divide en diversos apartados

segun su enfoque.
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Rarefaccion de la riqueza de especies en el banco de huevos

Para poder comparar el nimero de morfotipos de huevos diapdusicos detectados en el
sedimento entre lagos teniendo en cuenta el esfuerzo de muestreo en cada lago, se aplicd
el método de rarefaccién (Gotelli & Colwell 2011). Para ello, la riqueza de especies se

estandarizé al mismo tamafio de muestra con la funcién rarefy del paquete R vegan.

Relacion de las caracteristicas del hdbitat con la riqueza y la abundancia de los bancos de

huevos.

Para analizar la relacion de la riqueza de los morfotipos y de la abundancia de huevos
diapdusicos saludables con las variables ambientales de cada sistema se realizd una
seleccion de modelos lineales basada en el criterio de informacidon de Akaike corregido
(AlCc) con vistas a una reduccion del sesgo del AIC debido a los pequefios tamafios de
muestra (Burnham & Anderson 2002). Para ello se usaron los paquetes “MuMIn” (Barton

2012), “Imtest” (Zeileis & Hothorn 2002), y “car” (Fox & Weisberg 2011) de R.

Como variables independientes se consideraron la conductividad, el pH, la temperatura, la
profundidad maxima, el area superficial, la altitud, el tipo de ecosistema (alta montaiia,

humedal no salino, e hipersalinos) y el hidroperiodo (permanente vs. temporal).

Se realizaron todas las interacciones posibles entre las variables independientes y para la
seleccion del modelo correcto se compararon los valores de AlCc siguiendo la convencién
estadistica segun la cual, si AAICc (diferencias en AlICc entre cada modelo y el modelo con
el AICc minimo) es menor de 2, los dos modelos candidatos son adecuados. La normalidad
de los residuales del modelo seleccionado se analizé mediante el test de Shapiro-Wilk, la
homogeneidad de varianzas con el test de Breusch-Pagan y para detectar la posible
presencia de puntos fuera de rango (outliers) se usé el test de Bonferroni. En caso de que

el mejor modelo sugiriera utilizar mas de dos variables independientes, se verificd la

77



multicolinealidad entre las variables con la funcion “vif” del paquete “car” en R 3.0.1; en
donde si el valor del VIF (Factor de Inflacién de la Varianza) es inferior a 5, se confirma que

no hay multicolinealidad entre las variables y se puede aceptar el modelo.

En el caso de la riqueza de huevos diapdusicos, para corroborar la significancia del modelo

4

seleccionado, se usd la funcidon “Anova” del paquete “car”, y el paquete “multcomp”

(Hothorn et al. 2008) para hacer una prueba de Tukey entre categorias de las variables.
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Tabla 2.1. Lista de especies de claddceros y rotiferos reportadas en este y otros estudios en
las comunidades activas de los once cuerpos de agua analizados (humedales no salinos,

lagos hipersalinos, lagunas de alta montana).

Especie

Ecosistema Acuatico

Humedales no salinos

Hipersalinos Alta Montaiia

Rotiferos

Charca de Suarez

Sierra Nevada

| AB [ TAJ | TRE | ANS | LR

(o4

FP| RP [ BG| Rs

Anuraeopsis fissa
Asplanchna sp.
Brachionus angularis
. calyciflorus

. caudatus

. manjavacas

. paranguensis

. quadridentatus A
. quadridentatus B
. quadridentatus C
. urceolaris
Cephalodella gibba
Cephalodella sp.
Collotheca ornata
Euchlanis dilatata
Filinia terminalis
Hexarthra fennica
Hexarthra bulgarica
Keratella cochlearis
Lecane bulla

L. closterocerca A

L. closterocerca B

L. flexilis

L. furcata A

L. furcata B

L. hamata

L. inopinata

L. luna

L. pomiformis

L. quadridentata

L. stenrosi

Lecane spl.

Lecane sp2.

Lecane sp3.

Lecane sp4.
Lepadella apsida

L. imbricata

Do m®mm®

X
X X

x
>
x

>

x

X
X
X
X
X

>

>
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Tabla 2.1. continuacion Ecosistema Acuatico
Humedales no salinos Hipersalinos | Alta Montaina

Especie Charca de Suarez Sierra Nevada
|AB [TAJ [TRE| ANs [ IR [cz [ FP [ RP | BG| RS |

L. patella X X X x1 X

L. romboides

L triptera X
Lepadella sp1l. X
Mytilina bisculata

M. ventralis X
Polyarthra vulgaris X X
Platyas quadricornis

Testudinella patina X X

Trichocerca bicristata x1

>

>

T. relicta Xl Xl
T. tenuior X X Xl Xl

Trichotria tetractis X
No identificado sp1. X
No identificado sp2. X

Cladéceros

Alona quadrangularis x3 X
A. elegans x3
A. rustica x3 x3

Alona spl. X

Alona sp2.

Alona sp3.

Bosmina longispina x3

Chydorus sphaericus X X
Chydorus sp1. X
Daphnia mediterranea X2

D. pulex X

D. pulicaria X
Daphnia spl. X

Ilyiocryptus sp. X

Macrothrix groenlandica

Macrothrix sp. X2 X

Moina salina X2

Nota: Especies descritas por otros autores: ITesis Doctoral de Rafael Morales Baquero

(1985); 2Garcia et al. (1997); 3pérez-Martinez et al. (2020). El significado de los acréonimos
se puede encontrar en el apartado de area de estudio general, paginas 32-44.

80



Resultados

Abundancia de huevos con aspecto saludable en el sedimento

Las abundancias de los huevos diapausicos del sedimento con aspecto saludable estdn
reportadas en la Tabla 2.1. El lago volcanico Rincon de Parangueo presentd el valor maximo
de abundancia de huevos diapausicos con aspecto saludable. De los 142.28 huevos/g de
peso seco en el banco de huevos activo de esta laguna, un 70 % pertenecian a la especie B.
dimidiatus, un 20% a B. paranguensis y un 10% a Hexarthra sp. La minima abundancia se
encontrd en Alamo Blanco (0.45 huevos/g) y pertenecian en su mayoria a los rotiferos del
género Brachionus (70%), y los restantes a los claddceros de la familia Chydoridae (20%)

y a Ceriodaphnia pulchella (10%).

Tabla 2.2. Abundancia de huevos diapausicos (g/peso seco) en el sedimento de los
diferentes lagos muestreados.

Ecosistema Lago huevos/g (peso seco) Ecosistema Lago huevos/g (peso seco)

Humedales AB 0.45 Hipersalino FP 2.79

no salinos TAJ 10.18 RP 142.28
TRE 22.03 Alta Montaiia BG 2.32
ANS 21.52 RS 2.23
LR 16.08 RSI 2.50
cz 6.18

Nota: Los cuerpos de agua marcados en gris representan los que obtuvieron la menor y mayor
abundancia de huevos de resistencia. El significado de los acrdnimos se puede encontrar en el
apartado de area de estudio general, paginas 32-44.

Riqueza de especies en el banco de huevos del sedimento

En el caso de los rotiferos, la riqueza estandarizada en el banco de huevos oscilé entre 1 en Rio

Seco Inferior y 1.9 en Alamo Blanco, obteniendo, en general, los valores mas altos de riqueza en
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los humedales no salinos (Tabla 2.3.). Con respecto a los claddceros, la riqueza oscilé entre 0 en el
lago hipersalino Rincédn de Parangueo a 2.3 en El Taraje, con valores similares de riqueza entre
humedales no salinos y lagunas de alta montafia (Tabla 2.3). Las diferencias en la riqueza de
especies detectada entre lagunas segun el tamaino de muestra observado pueden observarse
graficamente en las curvas de rarefaccién (Figura 2.1). En la curva de rarefaccién incluyendo tanto
los morfotipos de huevos de rotiferos como los efipios de claddceros (Figura 2.1 C) se puede
observar que, en varios lagos (Fuente de Piedra, Rincén de Parangueo, El Taraje, El Cedazo, El Lirio),
se llegd a alcanzar una asintota en la riqueza. Esta misma tendencia se observa en las curvas de los
huevos diapdusicos de rotiferos (Figura 2.1 A). Con respecto a los claddceros, con excepcién de El
Trébol, si se consiguid determinar la riqueza total de los morfotipos de efipios en cada laguna

(Figura 2.1 B).
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Figura 2.1. Curvas de rarefaccidén de la riqueza de morfotipos encontrados en los once
cuerpos de agua analizados. La linea naranja representa la intercepcién del esfuerzo de
muestreo con la riqueza obtenida para ese esfuerzo, para cada lago. A) rarefaccién de la
rigueza de huevos diapausicos de rotiferos y claddceros, B) rarefaccion de la riqueza de
huevos diapdusicos de rotiferos, C) rarefaccién de la riqueza de los huevos diapausicos de

claddceros.
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Comparacion de la riqueza de especies en la columna de agua y en el banco de huevos

De manera global, considerando todos los ecosistemas, el niUmero total de especies
registrado tiende a ser mayor en la comunidad activa del zooplancton que en el banco de
huevos del sedimento (Figura 2.2). En total, en la columna de agua, se identificaron 50
especies de rotiferos (Tabla 2.1 y Apéndice 2.1) y 18 especies de cladéceros (Tabla 2.1y
Apéndice 2.3). En cambio, en el banco de huevos se diferenciaron 41 morfotipos de huevos
de resistencia de rotiferos (Apéndice 2.2) y 12 morfotipos de efipios de claddceros

(Apéndice 2.4).

Tabla 2.3. Riquezas de especies de rotiferos y claddceros en la columna de agua y de
morfotipos en los bancos de huevos.

Claddceros Rotiferos

Ecosistema Lugar Ra Rb Ra Rb
6 2(3) 8 1.6(2)
8 19(3) 10 1.6(2)
3 16(2) 6 1(2)
Humedales no salinos  CZ 2 1(1) 5 1.7 (8)
AB 0 1(1) 9 1.9(8)
TAJ 0 2.3(3) 16 1.8 (10)
0 )
0 )
0 )
3 )
0 )

Alta montafia BG
RS
RSI

TRE 2(3) 13 1.6 (10
ANS 19(3) 21 1.6 (7
LR 2.2(4) 8 1.4 (6
Hipersalinos FP 1(1) 2 1.4(2
RP 0 1 1.6 (3

Nota: Acrénimos de la tabla: Ra: riqueza de columna de agua, Rb: riqueza estandarizada del banco
de huevos. Entre paréntesis, el nUmero de morfotipos encontrados de huevos diapdusicos. En color
gris se sefiala los lagos en donde el nimero de morfotipos de huevos diapdusicos fue mayor al
numero de especies observadas en la columna de agua. El significado de los acrénimos se puede
encontrar en el apartado de area de estudio general, paginas 32-44.
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Figura 2.2. Comparacion de la riqueza total (i. e., rotiferos y claddceros) de zooplancton de
la columna de agua con la riqueza obtenida de los bancos de huevos del sedimento. El

significado de los acronimos se puede encontrar en el apartado de area de estudio general,
paginas 32-44.

En el caso particular de los rotiferos, para la mayoria de los lagos, la riqueza en la columna
de agua fue mayor que en el banco de huevos correspondiente (Tabla 2.2). Las Unicas
excepciones estan representadas por el lago hipersalino Rincédn de Parangueo donde se
encontré mayor riqueza de especies en los huevos diapdusicos (3) que en la comunidad
activa (B. paranguensis fue la Unica especie), y por el humedal El Cedazo donde se
encontraron 8 morfotipos de huevos diapdusicos y solo 5 especies en la columna de agua.
En general, los valores de riqueza de rotiferos mas altos, tanto para organismos activos

como para el banco de huevos, se registraron en los humedales no salinos (Tabla 2.3).
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Con respecto a los claddceros, los resultados mostraron una tendencia opuesta de manera
gue, para la mayoria de los lagos, la riqueza de especies fue mayor en el banco de huevos
(Tabla 2.3). Sélo se encontraron especies de cladéceros en la comunidad activa en el
humedal El Cedazo, en el de Fuente de Piedra y en las tres lagunas de alta montafia, con

una rigueza mayor en la columna de agua que en el banco de huevos.

Relacion de la abundancia de huevos diapdusicos saludables con las caracteristicas del

habitat

Los analisis estadisticos mostraron un menor AlCc para dos modelos relacionados con la
abundancia de los huevos diapausicos (Tabla 2.6). El primero tomé en cuenta “area” y
“conductividad”, mientras que el segundo modelo considerd “drea”, “conductividad”, y
“pH”. Las tres variables seleccionadas por el modelo resultaron significativas y los valores
de multicolinealidad (vif) fueron inferiores a 5 en los dos modelos, demostrando que las
variables no estan relacionadas entre ellas. De manera general y quitando al maar volcanico
de Rincon de Parangueo, los humedales no salinos fueron los ecosistemas con mayor
abundancia de huevos, seguidos por los lagos hipersalinos y posteriormente las lagunas de

alta montania.
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Tabla 2.4. Mejores modelos seleccionados de la abundancia de los huevos diapdusicos de
especies de claddceros y rotiferos con las variables ambientales medidas. Solo se presentan
aquellos modelos con una diferencia en AlCc (criterio de informacién de Akaike corregido)
con el modelo con el AICc minimo (AAICc) < 2.

Estima SE t- valor P AlCc
Area + Conductividad 87.8
Intercepto 7.93 2.66 2.97 0.017 *
Area -0.05 0.00 -7.10 0.0001 ***
Conductividad 0.00 0.00 16.03 0.000002 ***
Area + Conductividad + pH 88.03
Intercepto -45.50 21.24 -2.14 0.069
Area -0.04 0.00 -8.27 0.00007 ***
Conductividad 0.00 0.00 11.36 0.00009 ***
pH 7.03 2.78 2.52 0.039 *

Nota: Las variables usadas fueron: conductividad, pH, temperatura, drea, altitud, profundidad
maxima, hidroperiodo y tipo de ecosistema. Los valores de multicolinealiadad para las variables
usadas en el modelo (Modelo 1: area: 1.09; conductividad: 1.09 y Modelos 2: area: 1.17;
conductividad: 2.67; pH: 2.44). En negritas se observan los valores de significancia.

Relacion de la riqueza de especies del banco de huevos con las caracteristicas del habitat

Los analisis estadisticos mostraron un menor AlCc para el modelo que selecciond de forma
independiente la variable “tipo de ecosistema” (Tabla 2.5), mostrando el analisis de
varianza la significancia de dicha variable (F valor= 15.98; gl =2.8; p= 0.001 **). Los
humedales no salinos presentaron una riqueza significativamente mayor que la de las

lagunas de alta montafia y los lagos hipersalinos (ver Tabla 2.6 y Figura 2.4).
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Tabla 2.5. Mejor modelo seleccionado de la riqueza total de morfotipos de huevos
diapdusicos de claddceros y rotiferos del banco de huevos del sedimento con las variables
ambientales medidas. Los restantes modelos presentaron una diferencia en AlCc (criterio
de informacion de Akaike corregido) con el modelo con el AICc minimo (AAICc) > 2.

Estima SE t- valor P AlCc
Ecosistema 50.2
Intercepto 3.66 0.82 4.43 0.002 **
Ecosistema (Humedal no salino) 4.56 1.01 4.51 0.001 **
Ecosistema (Hipersalino) -0.76 1.30 -0.58 0.573

Nota: Las variables usadas fueron: conductividad, pH, temperatura, area, altitud, profundidad,
hidroperiodo y ecosistema. En negritas se observan los valores de significancia.

Tabla 2.6. Analisis Post hoc para comparar el contraste de pares de los tres tipos de
ecosistemas estudiados sobre la riqueza de los morfotipos de huevos diapausicos.

Riqueza de huevos diapausicos — AIC=50.2

Contraste de pares Estimado Error tipico Valor t P

Humedales no salinos — alta montafia 4.56 1.01 4.51 0.004 **
Hipersalinos — alta montafia -0.76 1.30 -0.58 0.829
Hipersalinos — Humedales no salinos -5.33 1.16 -4.56 0.004 **
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Figura 2.4. Relacion entre la conductividad del agua y la riqueza de morfotipos del banco de
huevos de los sedimentos obtenida en los tres diferentes tipos de ecosistemas acuaticos
(Lagunas de alta montaia, Humedales no salinos, y Lagos hipersalinos).

Discusion

Abundancia de huevos saludables en el sedimento

Los analisis de estimacion de la abundancia de huevos diapdusicos mostraron una mayor
abundancia de huevos en el lago hipersalino Rincon de Parangueo (142.28 huevos/g de
sedimento). La alta abundancia registrada en esta laguna, probablemente se deba a la
presencia en el fondo de una capa de sal que recubre el sedimento (2 cm aprox.), debajo de

la cual se encontrd una gran cantidad de huevos de resistencia de especies que no se han
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observado en la columna de agua por afios (Guerrero-Jiménez et al. 2019). La eclosiéon de
estos huevos podria verse inhibida por la presencia de la capa de sal que tienen encima, lo
cual provoca un “efecto de almacenamiento”, y por tanto, la acumulacién de huevos de
varias generaciones pertenecientes a especies que temporalmente han desaparecido de la
columna de agua. Una alta densidad de huevos fue encontrada también en los humedales
no salinos, y esto puede deberse a diferentes factores o a un efecto conjunto de ellos. De
acuerdo con Ricci (2001), la activacién de la dormancia se debe a las variaciones temporales
en los ambientes acudticos. Una de las variaciones mas importantes y mas estudiadas es el
efecto de la temperatura, ya que, en rotiferos, el aumento de la temperatura acelera el
crecimiento de los individuos (Lemus et al. 1993), asi como aumenta la produccién de
progenie (Miracle & Serra 1989), e incrementa la tasa de fecundidad de las hembras
fertilizadas (Pourriot & Snell 1983). Por lo tanto, en ecosistemas con elevadas temperaturas,
como es el caso de los humedales estudiados donde se registraron temperaturas de entre
26 y 30°C, las hembras tenderan a poner una mayor cantidad de huevos diapausicos.
Ademas, la alta riqueza de especies de rotiferos y cladéceros reportadas en los humedales
en este estudio y la alta densidad de organismos favorecida por las altas temperaturas,
seguramente llevara a un aumento de la competencia y depredacién, dos factores que han
sido asociados a una mayor produccién de huevos diapausicos (Gliwicz & J. Pijanowska

1989; Brendonck et al. 1998).

La abundancia de los bancos de huevos analizados mostré valores muy por encima de los
valores de abundancia mostrados por Bailey et al. (2004, 2006) en donde lagos de gran
profundidad (> 100 m) mostraron abundancias de entre 100 y 300 huevos en 40 g de
sedimento. Valores parecidos, en nuestro trabajo, se obtuvieron en los lagos de alta
montafia, que fueron los que presentaron los valores mas bajos de abundancia. Por otro
lado, los valores de abundancia obtenidos por Marcus et al. (1994), que encontré hasta 25
huevos de una especie perteneciente al género Brachionus por gramo de sedimento, fueron

mayores de los obtenidos en este trabajo.
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Riqueza especies en los bancos de huevos y en la columna de agua

Hasta la fecha, se han realizado muy pocos estudios sobre la riqueza de la comunidad
zooplanctdnica utilizando el andlisis morfoldgico de los bancos de huevos (May 1986;
Vandekerkhove et al. 2005a). En este estudio, los resultados de riqueza de especies
encontrados en la columna de agua y en los huevos diapausicos no siempre coincidieron,
de hecho, en su mayoria, el nimero de especies observado en la comunidad activa fue
mayor al de los bancos de huevos. Estos resultados difieren con lo sustentando por May
(1986), Crispim & Watanabe (2001) y Vandekerkhove et al. (2005a), que sugieren que el
estudio de la rigueza mediante los bancos de huevos es igual de efectivo que el estudio de
las comunidades activas de rotiferos y claddceros. Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue la produccién de huevos diapausicos no es la misma en todos los ecosistemas y difiere
segun el tipo de ecosistema acudtico (Schroeder 2001; Nevalainen et al. 2018), las
condiciones climaticas (Donald 1983) y hasta en presencia de contaminantes en el cuerpo

de agua (Piscia et al. 2016).

En el caso de los rotiferos, el nUmero de especies encontrado en la comunidad activa fue
mayor en todos los ecosistemas estudiados, a excepcion del humedal El Cedazo y el lago
hipersalino Rincén de Parangueo (ver Tabla 2.3). Los humedales no salinos representaron
eltipo de ecosistema con mayor riqueza de especies paraambos grupos. Esta mayor riqueza
ha sido también observada para otros grupos, como artrépodos (Wettstein & Schmid 1999),
plantas (Magalhaes et al. 2016), y aves (Hamza & Selmi 2018), de hecho, los humedales se
reconocen como ecosistemas con alta biodiversidad debido a que representan una
transicidon entre ecosistemas acuaticos y ecosistemas terrestres (Baptista et al. 2012). La
alta riqueza encontrada en este tipo de ecosistema, se observé tanto en la comunidad
activa, como en los morfotipos de huevos diapdusicos. En El Taraje se llegd a identificar
hasta el doble de las especies de rotiferos en las comunidades activas. Ademas, en esta
charca algunos huevos de resistencia no se pudieron identificar morfolégicamente debido

a que eran morfotipos de los que se obtuvo un Unico huevo y no se pudieron observar
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caracteres taxonédmicos que llevaran a su identificacion, por lo tanto, es muy probable que
la riqueza de especies fuera aun mayor a la que reportamos aqui. Ademas, en el mismo
Taraje se observaron especies en la comunidad activa cuyos huevos de resistencia no se
encontraron en los bancos de huevos, como por ejemplo en el caso del rotifero sésil
Collotheca ornata. Esto se explica debido a que este rotifero sésil mantiene el huevo de
resistencia adherido a su mucilago que sirve como casa, pegado en alguna hoja o planta
(observacion personal), por lo tanto, el huevo dificilmente se podria observar en las

muestras de sedimento.

Con respecto a los claddceros, en los humedales no salinos, con excepcion de El Cedazo
donde solo se encontraron especies activas, la riqueza encontrada en los bancos de huevos
fue mayor que en la columna de agua. Habiendo efectuado una uUnica toma de muestra de
agua, es muy probable que en el periodo de la colecta no existieran las condiciones
favorables para la eclosién de los huevos de las especies de claddcero presentes. En efecto,
muchos autores (Sullivan & McManus 1986; Hansen & Jeppesen 1992; Lépez-Gonzalez et
al. 1998; Hairston et al. 2000) han evidenciado que las comunidades de zooplancton
presentan una variacidn estacional en la riqgueza de especies en la columna de agua,
especialmente en los lagos temporales y someros, relacionada con la variabilidad temporal
de factores abidticos, como por ejemplo la temperatura del agua (Caceres 1998). Para este
estudio, el muestreo se realizd a principios de agosto y aunque se encontré un buen nivel
de agua, las temperaturas registradas fueron por encima de los 25°C, y de acuerdo con los
resultados de eclosién que se veran en el capitulo 3 y Vanderkerhove et al. (2005a) los
aumentos de temperatura reducen drasticamente la eclosion en cladéceros. Ademas, los
resultados de tabla de vida del capitulo 5, muestran que las altas temperaturas también
tienen un efecto negativo sobre los rasgos de vida de los cladéceros en la columna de agua.
Sin embargo, también, una de las caracteristicas de los humedales de Charca de Suarez es
gue requieren la intervencién humana para mantener un nivel de agua adecuado para la
sustentabilidad del ecosistema acudtico, y por lo tanto las condiciones del agua son

extremadamente variables y cambian repentinamente independientemente de las
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condiciones climaticas (Blanco-Coronas et al. 2020). Desafortunadamente no hay estudios
previos que hayan cuantificado la biodiversidad de zooplancton en estos sistemas que nos

permitan completar y comparar la lista de especies presentes en la comunidad activa.

En el caso particular de los lagos de alta montaia, a pesar de ser habitats con condiciones
muy extremas, representaron el segundo tipo de ecosistema acudtico con mayor riqueza
de especies (Figura 2.2). Todos los lagos de alta montafa bajo estudio tuvieron un mayor
numero de especies en la columna de agua que en los bancos de huevos, y esto fue asi para
ambos grupos de zooplancton (Tabla 2.3). Para los rotiferos, dentro de cada laguna, los
morfotipos encontrados de los huevos de resistencia no correspondieron con las especies
observadas en la comunidad activa. Por ejemplo, Hexarthra bulgarica, una especie que se
puede observar frecuentemente en el plancton de la laguna de Rio Seco, no mostrd
evidencia de huevos de resistencia en los bancos de huevos. Recientemente, Piscia et al.
(2020) en un estudio sobre las caracteristicas de los bancos de huevos de zooplancton en
dos pequefios lagos en el Himalaya, observaron que los huevos diapdausicos de Hexarthra
bulgarica eclosionan en gran cantidad cada afio, lo que podria causar la presencia de un
bajo nimero de huevos de esta especie en el banco de huevos, como observado en nuestro
estudio. Asimismo, para Euchlanis dilatata, un rotifero que se encuentra con frecuencia en
la mayoria de las lagunas de Sierra Nevada (Morales-Baquero 1988), tampoco se pudo
observar el huevo de resistencia, pero si la presencia de la especie en la columna de agua.
Los valores de riqueza de especies de rotiferos obtenidos para las tres lagunas fueron mas
bajos respecto a los reportados para otras lagunas de Sierra Nevada por Morales-Baquero
(1985), quien reporta 17 especies para la laguna Virgen Inferior, y 14 especies para Virgen
Superior y Gemelas. Por otro lado, con respecto a los cladéceros, Pérez-Martinez et al.
(2020) reportan valores similares a los aqui reportados, de tres a seis especies, en varias

lagunas de Sierra Nevada.

Finalmente, los lagos hipersalinos en este estudio representaron los ecosistemas con la

menor riqueza de especies de todos los ecosistemas analizados. Estos resultados estan en
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consonancia con las observaciones de otros estudios previos que han mostrado que niveles
altos de salinidad disminuyen la diversidad de especies de rotiferos (e.g., De Paggi 1989).
En rotiferos, se han reportado pocas especies capaces de tolerar altos niveles de salinidad
(de hasta 32 g/L), y éstas pertenecen a los géneros Brachionus, Hexarthra y Keratella (Koste
1978; Egborge 1994; Mills et al. 2017). En este trabajo, en la laguna de Fuente de Piedra, las
dos especies Brachionus manjavacas y Hexarthra fennica, se observaron coexistiendo en
una salinidad de entre 20y 30 g/L (Tabla 2.1.). La coexistencia de especies pertenecientes a
estos dos géneros en ecosistemas salinos ya habia sido reportada previamente en lagunas
del Mediterrdneo (Antén-Pardo & Armengol 2011), asi como en Africa (Egborge 1994), o en
Canada (Hammer 1993) en donde una especie perteneciente al complejo B. plicatilis
identificada en su momento como B. plicatilis s.s., se encontrd a salinidades de hasta 45 g/L,
y de hasta 35 g/L para H. fennica. En el caso de los cladéceros, en Fuente de Piedra solo se
observé la presencia de los huevos diapausicos de Moina salina, aunque Garcia et al. (1997)
si reporta a esta especie y dos especies mas de cladéceros (Daphnia mediterranea vy
Macrothrix sp.) en la columna de agua. Con respecto a los rotiferos, en esta misma laguna,
el numero de especies observadas en la columna de agua y bancos de huevos coincidid. Por
otro lado, en Rincén de Parangueo, los resultados mostraron mayor numero de especies de
rotiferos en el banco de huevos (Hexarthra sp., B. dimidiatus, B. paranguensis), mientras
gue solo observd a B. paranguensis en la comunidad activa durante un largo periodo de
tiempo (Guerrero-Jiménez et al. 2019). Probablemente, cuando el lago sufrid la ruptura en
el crater del volcdn en 1980 (Aranda-Gomez et al. 2013), y el agua del lago empezé afiltrarse
hasta convertirse en un lago somero hipersalino, las especies activas presentes en la
columna de agua, entraron en dormancia para hacer frente a las nuevas condiciones de
salinidad no favorables. Sin embargo, la alta concentracion de salinidad llevé a la formacién
de una capa de sal por encima del banco de huevos, impidiendo la eclosién de los mismos.
No se observo evidencia de ninguna especie de claddcero ni en la columna de agua ni en los
bancos de huevos, y desafortunadamente la falta de estudios del zooplancton en este

cuerpo de agua, no permite estimar si la riqueza es mayor a la reportada en este trabajo.
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La discordancia entre la riqueza de especies observada en las comunidades activas y los
bancos de huevos diapausicos, puede deberse a varios factores, entre ellos, la variabilidad
inter-especifica presente en la comunidad, las caracteristicas del ecosistema acuatico y la
falta de informacion que se tiene sobre la morfologia de los huevos de resistencia de
rotiferos y cladéceros. Con respecto a la variabilidad de especies, es importante destacar
gue no todas las especies de zooplancton producen huevos diapausicos (Hairston 1996),
ademas segun la especie y la estructura de los huevos, estos no siempre se encuentran en
el sedimento de los cuerpos de agua. Se ha reportado, por ejemplo, que los efipios de
algunas especies de Daphnia se quedan pegados a restos organicos que flotan o de
vegetacién (Carvalho & Wolf 1989). De manera similar, los efipios de otras especies como
Polyphemus pediculus, Pseudosida variabilis o Sida crystallina han sido encontrados
pegados a la vegetacion gracias a la presencia de una pelicula pegajosa alrededor del huevo
(Fryer 1996; Korovchinsky & Boikova 1996). En este estudio, como anteriormente se ha
comentado, se observd lo mismo con dos especies de rotiferos, H. bulgarica y C. ornata,
cuyos huevos diapdausicos se pudieron observar flotando en el agua o dentro de un
mucilago. Por lo tanto, puede ocurrir que los huevos de algunas especies no sean
detectados colectando muestras de sedimento, subestimando asi la riqueza de los

morfotipos de huevos diapausicos presentes en el lago.

En segundo lugar, es esperable que las caracteristicas del habitat segun el tipo de
ecosistema acudtico influyan sobre las tasas de produccion de huevos diapausicos. Asi pues,
en los ecosistemas temporales, con elevada variabilidad ambiental, la comunidad
zooplanctdnica estara sujeta a un mayor estrés ambiental y la producciéon de huevos
diapausicos se vera favorecida (de Stasio 1989; Brendonck & De Meester 2003). Ademas, la
estructura y la dinamica de los bancos de huevos de resistencia, esta determinada también
por otros factores presentes en el lago, como la dispersidén de los huevos mismos, el nivel
de depredacion o el nivel de perturbacidn en el sedimento causado principalmente por
bioturbacidn y excavacién por parte de otros animales, y por actividades antropogénicas

(de Stasio 1989; Caceres & Hairston 1998; Brendonck & De Meester 2003). Todos estos
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factores influencian altamente la presencia y la viabilidad de huevos en el sedimento, y por
lo tanto, la riqueza de la comunidad, tanto en los bancos de huevos como en la comunidad

activa.

Finalmente, y no por ello menos importante, la correcta identificacion morfoldgica de los
huevos de rotiferos y cladéceros también representa un factor determinante para la
estimacion de la riqueza en un sistema acuatico, evitando asi subestimar o sobrestimar la
cantidad de especies en los bancos de huevos. En este sentido, aunque hasta el momento
ha sido necesario recurrir siempre a la técnica de la eclosién de los huevos diapausicos y a
la posterior identificacion de las especies, y/o al uso de herramientas moleculares (Moreno
et al. 2017), los resultados obtenidos en el capitulo 1 de esta tesis sobre identificacion de
huevos de resistencia y efipios, nos ha permitido identificar taxondmicamente la mayoria

de los morfotipos de huevos y efipios a nivel de especie, especialmente de rotiferos.

Relacion de la abundancia de huevos diapdusicos con las variables ambientales

Hasta la fecha la relacion que existe entre la abundancia de huevos diapausicos y las
variables ambientales ha sido poco estudiada. Si se ha demostrado que incrementos de
temperatura favorecen la fertilidad de las hembras y por tanto la produccién de huevos
diapausicos (King 1978), ademas Bailey et al. (2004) reportan que en lagos con alta salinidad
se observa un mayor numero de huevos diapdusicos. Sin embargo, la relacién entre
abundancia de huevos y alta salinidad todavia no es clara, en efecto Bailey et al. (2006)
encuentran un nimero mas elevado de huevos de resistencia en un lago con poca salinidad.
En este trabajo, la conductividad fue uno de los factores significativos relacionados con la
abundancia de los huevos de resistencia, aunque no se observé una relacién lineal entre la
salinidad y el nimero de huevos. En efecto, con excepcion del lago hipersalino Rincén de
Parangueo que presenté los valores mas altos de abundancia de huevos, los humedales no

salinos que presentaron valores de conductividad intermedios comparados con las lagunas
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de alta montafia y las hipersalinas, registraron una alta abundancia de huevos de

resistencia.

Otro factor de estrés para la comunidad de zooplancton puede estar relacionado con el drea
del lago, ya que como indicado por los resultados de este estudio, el drea representd un
factor relacionado con la abundancia de huevos de resistencia. Como de Stasio (1989)
indica, los bancos de huevos de zooplancton se encuentran, en su mayoria, en lagos
pequenos o efimeros. Seguramente, un habitat mas pequeiio favorecerd un mayor estrés
en la comunidad, debido a la concentracion de los organismos en un espacio mas reducido,
y aumentando asi la competencia y la depredacién (Santer & Lampert, 1995; Slusarczyk,
1995; Piercey & Maly, 2000). No obstante, las lagunas estudiadas en la presente tesis, con
excepcion de El Cedazo y Fuente de Piedra, presentan areas muy similares y, por lo tanto,
es dificil observar patrones marcados que relacionen el area con las abundancias de los

huevos.

Finalmente, los resultados indican el pH como factor significativo relacionado con la
abundancia de los huevos de resistencia. Como sugieren Radwan (1984), Berzins & Pejler
(1987) y Wang et al. (2008), el zooplancton parece tolerar un amplio rango de pH, entre 4.5
y 8.5, de manera que valores extremos de pH producen un estrés en la comunidad que
causa cambios y diferencias en la composiciéon y abundancia de especies. Como ya es
sabido, la produccién de huevos resistencia esta fuertemente relacionada con las
condiciones ambientales del ecosistema, y condiciones cambiantes o factores de estrés
favorecen la produccién de dichos huevos (Caceres, 1997; Brendonck et al. 1998; Brendonck
& De Meester 2003). Chan et al. 2008, en un estudio de la variacion de la abundancia de
huevos de resistencia de copépodos en lagos con diferentes valores de pH, encontraron una
mayor abundancia de huevos en un lago con problemas de acidificacion comparados con
los otros lagos que tenian condiciones muy estables. Por lo tanto, la presencia de un pH
muy acido o muy basico, seguramente llevard a una mayor produccién de huevos de

resistencia por parte de las especies de rotiferos y claddceros, lo que también podria
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explicar el elevado nimero de huevos en Rincdn de Parangueo que presentd un valor de pH

(10.4) que supera el rango de tolerancia.

Relacion de la riqueza de especies del banco de huevos con las variables ambientales

En este estudio también se analizd el efecto que tuvieron las variables ambientales
(conductividad, pH, temperatura, area, altitud, profundidad, hidroperiodo y tipo de
ecosistema) sobre la riqueza de especies en los bancos de huevos. Del total de las variables
analizadas, el tipo de ecosistema mostrd significancia como variable explicativa de la
variabilidad en la riqueza de huevos de rotiferos y claddceros. Esto muy probablemente se
debe a las diferentes caracteristicas ambientales que caracterizan los tres diferentes tipos
de ecosistemas, ya que es bien conocido que las variables fisicoquimicas del agua afectan a
la riqueza de especies en diferentes ecosistemas (i.e. Nandini et al. 2005). Entre estas
variables abidticas, temperatura, salinidad y conductividad han demostrado ser
importantes reguladores del nimero de especies de zooplancton (Williams 1998; Kaya et
al. 2010). En efecto, los humedales no salinos, que fueron los ecosistemas que presentaron
la mayor riqueza de huevos de resistencia para ambos grupos, presentaron valores de
conductividad intermedia, a diferencia de las lagunas de alta montafia o los lagos
hipersalinos que registraron valores de conductividad muy bajos o muy altos,

respectivamente.

98



CAPITULO 1lI

Variacion en las respuestas de eclosion
de rotiferos y cladéceros a cambios de

temperatura y salinidad



Introduccion

Debido a los efectos producidos por el cambio climatico, la estructura y funcion de un
numero cada vez mayor de ecosistemas acuaticos se encuentran negativamente afectadas
(Jeppesen et al. 2007a, 2015a). En este sentido, es importante identificar el grado de
resiliencia de los ecosistemas y de las comunidades que los habitan, para entender hasta
gué punto un ecosistema se puede recuperar después de un periodo de perturbacion o
frente al inevitable cambio de las condiciones ambientales que se estan produciendo.
Dentro de un mismo ecosistema, las especies pueden tener diferentes respuestas frente a
las adversidades que se presentan (Connell & Sousa 1983), y estas respuestas dependen del
grado de adaptacién de las especies y de las estrategias evolutivas de los ciclos vitales de
los organismos para poder superar tales condiciones adversas. En el caso del zooplancton
gue habita en ambientes temporalmente variables, esta estrategia de adaptacion estd
representada principalmente por la produccién de huevos de resistencia (Brock et al. 2003;
Datry et al. 2017; Vargas et al. 2019). Por tanto, la resiliencia de las comunidades
zooplanctonicas dependerd en gran medida de la viabilidad y eclosion desde el sedimento
de estos huevos diapausicos. Varios estudios han mostrado que, para hacer frente a la
impredecibilidad ambiental, el zooplancton a menudo adopta la estrategia de bet-hedging
(estrategia de minimizacion de riesgos), extendiendo los eventos de eclosion de los huevos
por periodos mas o menos largos, maximizando asi las posibilidades de persistencia de las
poblaciones (De Meester & de Jaeger 1993; Simovich & Hathaway 1997; Brendonck et al.
1998; Brendonck & de Meester 2003; Tarazona et al. 2017).

La tasa de eclosidn de los huevos diapdusicos del sedimento es muy variable y depende de
las diferentes condiciones ambientales propias de cada habitat (Serra & King 1999;
Schroeder 2005). En general, la eclosién de los huevos de resistencia del zooplancton estd
relacionada con tres factores ecoldgicos principales: la temperatura, la luz, y la salinidad
(Minkoff et al. 1983; Pourriot & Snell 1983; Han et al. 2018). También se ha demostrado que

la presencia de metales pesados (Aranguiz-Acufia 2018) y de pesticidas (Navis et al. 2013)
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afecta a la viabilidad de los huevos de rotiferos y cladéceros, disminuyendo la capacidad de
eclosion. Mas especificamente, la temperatura y la salinidad han sido identificados como
los principales factores ecoldgicos que influyen y caracterizan la ecologia de las especies de
zooplancton (Snell et al. 1983a; Miracle & Sierra 1989; Gémez et al. 1997), y su influencia
varia notablemente entre los cuerpos de agua en funcidn de su geografia, profundidad, y
cobertura vegetal (Pennak 1966; Dodson et al. 2005; Nielsen & Brock 2009). En el caso
particular de los ecosistemas acudticos someros, la temperatura y la salinidad son factores
especialmente relevantes por estar éstos sometidos a fluctuaciones muy marcadas en el
nivel del agua. En las ultimas décadas, como consecuencia del cambio climatico inducido
por el hombre, la temperaturay el régimen de precipitaciones han cambiado notablemente,
y se estima que seguirdn cambiando aun mas en el futuro (Meehl et al. 2007). Ademas, con
la disminucién de las precipitaciones y el incremento de la evaporacion del agua debido al
aumento de temperatura, se producird una concentracion de la sal, y por ende un aumento
de la conductividad y la salinidad del agua (Jeppesen et al. 2011, 2015). Por tanto, estas
alteraciones debidas al cambio climatico podrian afectar notablemente a la tasa de eclosién
y a la viabilidad de los huevos diapausicos del zooplancton y, en consecuencia, reducir la

capacidad resiliente de sus poblaciones.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios que han explorado el efecto de la salinidad sobre el
zooplancton se han centrado en estadios adultos de las especies presentes en la columna
de agua. Sin embargo, los huevos diapausicos podrian representar los estadios mas
susceptibles a los cambios que se estan produciendo (Choudhuri 1968; Skinner et al. 2001;
Nielsen et al. 2003). Debido a esta falta de informacién, poco se sabe sobre el efecto de la
salinidad y temperatura sobre la tasa de eclosidn de los huevos de resistencia del sedimento
(Santangelo et al. 2014, Conde-Porcuna et al. 2018), y por lo tanto cémo variard la
estructura de las comunidades zooplanctdnicas en los ecosistemas acuaticos frente al
cambio climatico (Tuytens et al. 2014). En general, se ha observado que aumentos en la
salinidad pueden disminuir la tasa de eclosién de los huevos de resistencia (Skinner et al.

2001), aunque no todas las especies responden de la misma forma (Santangelo et al. 2014;
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Conde-Porcuna et al. 2018). En efecto, diferentes especies tienen diferentes respuestas al
incremento de salinidad y, mientras algunas son particularmente sensibles incluso a
pequenos aumentos de salinidad, otras, en cambio, son mds tolerantes, con lo que se
beneficiaran y podran colonizar nuevos sistemas acuaticos (Jeppensen et al. 2015). Asi, por
ejemplo, Minkoff et. al. (1983) observaron que la eclosion de los huevos diapdusicos del
rotifero B. plicatilis sensu stricto era afectada por los incrementos de salinidad, y lo mismo
se observo para los huevos de algunas especies del cladécero Daphniopsis pusilla (Geddes
1976). Conde-Porcuna et al. (2018) han mostrado como la resiliencia de las poblaciones de
rotiferos en lagos temporales puede decrecer de forma dramatica a niveles de salinidad
superiores a 8 g/L. Por otro lado, Mabidi et al. (2018) demostré que la tasa de eclosion de
los huevos de resistencia de claddceros, en cuatro humedales de Sudafrica, disminuyd con
salinidades iguales o superiores a 2.5 g/L. Sin embargo, poco se sabe sobre las respuestas
de eclosion de los huevos pertenecientes a diferentes morfotipos de una misma especie ni
dentro de complejos de especies filogenéticamente cercanas. Hasta ahora, sélo los estudios
de Walczynska & Serra (2014) y Gabaldon et al. (2015) han analizado las diferencias en los
patrones de eclosion de huevos de resistencia pertenecientes a dos especies del complejo
Brachionus plicatilis, B. plicatilis s. s. y B. manjavacas, bajo diferentes condiciones de
temperatura y salinidad respectivamente. Ademas, hasta la fecha, no hay estudios que
hayan analizado los posibles efectos de interaccidn entre la temperatura y la salinidad en
un disefio cruzado, ni tampoco comparando la eclosién de huevos de resistencia

procedentes de sistemas acuaticos de diferentes ambientes y tipologias.

En definitiva, la adaptacion de las especies a diferentes combinaciones de salinidad y
temperatura y, por tanto, su caracterizacién ecolégica, definird la capacidad de las
poblaciones para permanecer viables durante un periodo de condiciones adversas. Por lo
tanto, para tener un entendimiento mas profundo sobre los patrones y los procesos que
influencian la biodiversidad y la resiliencia de la comunidad zooplanctdnica en los
ecosistemas acuaticos, el estudio de las respuestas de eclosion de rotiferos y claddceros a

los cambios ambientales derivados por el cambio climatico es de fundamental importancia.
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto combinado del aumento de la salinidad y la
temperatura del agua sobre la tasa de eclosidon y el dia de eclosidon de los huevos de
resistencia de especies de rotiferos y cladéceros colectados en once ecosistemas acudticos
someros de distinta localizacion geografica y con diferentes caracteristicas limnoldgicas
(fundamentalmente duracion del hidroperiodo y salinidad). Se analizaron las diferencias
tanto a nivel global como especifico, segun el tipo de ecosistema (humedales no salinos,
lagos hipersalinos y lagunas de alta montafa), ademas de las variaciones intraespecificas y
entre especies cercanas filogenéticamente. La hipdtesis de partida es que la respuesta de
eclosion de los huevos diapdusicos de las poblaciones de rotiferos y cladéceros variara
segun las caracteristicas ambientales en que habitan. Cabe esperar que las especies de
humedales temporales, las cuales se han adaptado para vivir en habitats con una mayor
variacion temporal en el sistema hidrico, tengan una mayor tasa de eclosién de los huevos
de diapausa del sedimento ante ligeras variaciones de salinidad y aumentos de las
temperaturas. Por el contrario, los organismos de lagos oligotréficos de alta montafia, que
se han adaptado para vivir en condiciones de baja temperatura y baja salinidad,
responderan de una forma negativa incluso a pequefios incrementos de salinidad vy
temperatura. Ademas, cabe esperar que las poblaciones de los ecosistemas hipersalinos
sean las que presenten mayores tasas de eclosién de huevos diapausicos por ser éstos los
mejor adaptados a las variaciones de temperatura y salinidad. Mediante el andlisis de la
variabilidad en las respuestas de eclosion del banco de huevos de rotiferos y cladéceros de
cada uno de estos tipos de ecosistemas podremos evaluar el papel de la capacidad resiliente
del zooplancton y su contribucién para el mantenimiento de la diversidad de las
comunidades acudticas en ecosistemas temporales ante perturbaciones de calentamiento

climatico y salinizacién de las aguas.
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Material y Métodos

Recoleccion y aislamiento de los huevos diapdusicos

Este estudio se realizd a partir de las mismas muestras de cores de sedimento utilizadas en
los capitulos 1 y 2. Para la metodologia de aislamiento de los huevos diapausicos de
rotiferos y efipios de claddceros véase la metodologia general de esta tesis (Figura 12). Para
los experimentos de este capitulo, se utilizaron sdélo los huevos diapausicos de rotiferos y
cladéceros que presentaban un aspecto saludable, es decir, aquellos que mostraban su

cubierta externa intacta para poder asumir que eran viables (Garcia-Roger et al. 2005).

Experimentos de eclosion

Los efectos principales de la salinidad y la temperatura, y su posible efecto de interaccion,
se examinaron sobre la tasa de eclosidon y el tiempo de eclosion de los huevos de resistencia
del sedimento mediante un disefio factorial 4 X 2 combinando cuatro niveles de salinidad
(0.5, 5, 15 y 35 g/L) y dos niveles de temperatura (15 y 30°C). Se realizaron cinco
experimentos en diferentes momentos, pero bajo las mismas condiciones. Para
seleccionar los niveles experimentales de salinidad y temperatura se tuvieron en cuenta los
rangos que se han observado in situ de estas variables en los diferentes ecosistemas
acudticos (véase la Tabla 1). De esta manera, se cubrieron todos los escenarios posibles que
ocurren de forma natural en los habitats de estas especies. Ademas, en un andlisis
preliminar de todos los cuerpos de agua bajo estudio pudimos observar que las salinidades
y temperaturas seleccionadas eran adecuadas para la inducciéon de la eclosiéon de los huevos
diapausicos de las especies de rotiferos y cladéceros identificadas en el capitulo 1. Los
medios artificiales se estandarizaron disolviendo diferentes cantidades de sal de mar
comercial (“Aquavitro”, Madison, GA, U.S.A) en agua destilada. El pH de las cuatro
soluciones salinas fue practicamente similar (7.52 + 0.36, media + SD). La salinidad era

estimada midiendo la conductividad con una sonda EUTECH PC300 y usando la tabla de
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conversion de los valores de conductividad a salinidad propuesta por Bodeldn et al. (1994).
Para poder analizar el efecto de la temperatura de forma independiente y evitar la
pseudoreplicacién, las unidades experimentales se colocaron aleatoriamente en seis cajas
de madera (tres en cada temperatura) de las mismas dimensiones (30 cm3) con luz cenital.
Las cajas eran opacas y eran provistas de una luz LED con una irradiancia PAR de 345.50 +
20.54 umol s m2 y un fotoperiodo 16:8 h luz:oscuridad. Esta intensidad de luz no cambia
la temperatura de las camaras (Pérez-Martinez et al. 2013). Se usaron dos modelos de
camaras de incubacién Memmert: el modelo ICP 700, disefiado especificamente para bajas

temperaturas, para el tratamiento de 15°Cy el modelo ICP 600 para el tratamiento de 30°C.

En total se utilizaron 3690 huevos de rotiferos y claddceros, de los cuales se reconocieron
27 morfotipos diferentes de huevos de resistencia de rotiferos y 13 de claddceros
pertenecientes a diferentes especies (Tabla 3.2). Los huevos fueron colocados
individualmente y de manera aleatoria en placas de poliestireno de 96 pocillos, con un
volumen final de 250 ul por cada pocillo. Para minimizar las varianzas, los diferentes
morfotipos de huevos fueron repartidos equitativamente entre los ocho tratamientos
experimentales. Posteriormente, las placas de pocillos fueron repartidas de forma aleatoria
en las seis cajas y se mantuvieron en incubacién durante 25 dias. Cada dia se anotaba,
aproximadamente a la misma hora, el nimero de eclosiones. Con el fin de mantener las
concentraciones de salinidad constantes durante todo el periodo experimental, el volumen
de medio en los pocillos se controlé diariamente. Solamente en el tratamiento de mayor
temperatura (30°C) fue necesario renovar el medio cada dos dias debido a la evaporacién

que producia esta temperatura.

105



Andlisis Estadisticos

Andlisis global

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa R. 3.3.3 (R fundacidon para
analisis estadisticos). Para analizar el efecto de la temperatura y la salinidad sobre la tasa
de eclosién y el dia de eclosion de los huevos de resistencia, se usaron modelos
generalizados lineales mixtos con el método de Montecarlo con cadenas de Markov
(MCMC). Para este analisis se usé la aproximacidon bayesiana del paquete de R
“MCMCglmm” (Hadfield 2010). Se usé el modelo MCMC porque este modelo permite la
lectura de modelos complejos que tienen multiples efectos aleatorios cuando se tienen
bases de datos muy extensas (Bolker et al. 2008, Hamra et al. 2013) y, ademas, suelen ser

mas eficaces que otros métodos alternativos (Hadfiel 2010).

Para el andlisis sobre la tasa de eclosidn, se asumid una distribucion binomial para los
errores en los datos y todos los efectos se tuvieron en cuenta independientemente de su
significancia estadistica (Bolker et al. 2008). La eclosion de los huevos de resistencia se
evalud mediante una variable binaria, en donde “1” correspondié a huevos eclosionados y
“0” a huevos que no eclosionaron durante el periodo de observacién. Las variables
predictoras fueron: concentracién de salinidad (variable continua) y temperatura (variable
categorica). También se analizé la interacciéon entre la concentracién de salinidad y la
temperatura, no obstante, si ésta no era significativa, se eliminé del modelo para eliminar
su posible efecto r sobre el efecto de los factores principales (Bolker et al. 2008). Los
factores aleatorios analizados fueron especie (especies de claddceros y rotiferos),
experimento (numero de experimento realizado), caja (donde se incubaron las
microplacas), y lago. La estimacidon de los predictores se considerd estadisticamente
significativa si el 95% de los intervalos creibles no sobrepasaba el cero y si los valores del
pMCMC en el modelo MCMCglmm eran <0.05 (Fisher et al. 2013). Para evaluar la

significancia estadistica de los efectos aleatorios se usd el criterio de desviacidon de
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informacién (DIC, deviation information criterion) (Bolker et al. 2008; Wilson et al. 2010). El
DIC es similar al criterio de informacidn Akaike (AIC, Akaike information criterion)y es usado
para aproximaciones Bayesianas (Bolker et al. 2008). Una diferencia de 5 puntos en el DIC
entre el modelo completo y el modelo sin factor aleatorio indica una contribucién alta de

dicho factor aleatorio (Spiegelhalter et al. 2007; Barnett et al. 2010).

Para medir la significancia del dia de eclosidn, también se usé un modelo MCMCglmm, pero
asumiendo una distribucidn de Poisson para esta variable. Los modelos MCMCglmm
incluyen niveles individuales de efectos aleatorios, que resuelven el problema de

sobredispersion.

Andlisis segun el tipo de ecosistema acuatico

Para analizar el efecto de la salinidad y la temperatura sobre la tasa de eclosién en los tres
tipos de ecosistemas acuaticos por separado (humedales no salinos, lagunas de alta
montafia y lagos hipersalinos) se utilizdo también un modelo MCMCglmm. Sin embargo, para
los dos lagos hipersalinos (Fuente de Piedra y Rincdn de Parangueo) y los tres lagos de alta
montafia (Borreguil, Rio Seco, y Rio Seco Inferior), el factor “lago” se consideré como factor
fijo, debido a que este factor no tenia los niveles necesarios para poder considerarse como
aleatorio. Esta estrategia ha sido ya realizada por otros autores como una herramienta
viable cuando el numero de grupos es bajo en efectos anidados (e.g., Schielzeth &
Nakagawa 2013). En estos dos tipos de ecosistemas, los factores aleatorios fueron especie,
experimento, y caja. En el caso de los lagos hipersalinos, ademas, se comparé la tendencia
lineal y cuadratica entre la tasa de eclosion de los huevos diapdusicos y la salinidad

mediante el DIC, segun la misma regla que la especificada para los efectos aleatorios.

Los andlisis sobre el efecto de la temperatura y la salinidad sobre el dia de eclosién se

realizaron de la misma manera que se ha descrito anteriormente para los analisis globales.
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Andlisis entre especies y morfotipos

Para el analisis del efecto de la temperatura y la salinidad sobre la tasa de eclosion entre
diferentes especies y morfotipos de especies se realizaron modelos lineales mixtos
generalizados considerando “especie” o “morfotipo” como factor fijo. Para estos modelos
simples, con menos de tres factores aleatorios, se adopté un enfoque frecuentista, usando
la funcion glmer del paquete “Ime4” de R (Bates et al. 2015). También se evaluaron las
interacciones entre la temperatura, la salinidad, y la especie, sin embargo, si la interaccion
entre factores no era significativa se elimind del modelo como se ha descrito

anteriormente.

Para las especies salinas, ademas, se comparé la tendencia lineal y cuadratica entre la tasa
de eclosidn de los huevos diapausicos vy la salinidad usando el AIC. El modelo seleccionado
fue el de menor valor en el AIC. Si el valor del AIC entre modelos es < 2, cualquier modelo
explica de igual forma la variabilidad de la variable dependiente (Burnham & Anderson

2002).

La influencia de los efectos aleatorios se evalué usando la prueba de razén de probabilidad
(LRT) (Pinheiro & Bates 2000). Los analisis de post hoc para el contraste de pares en los
efectos principales con mas de dos categorias (especies de rotiferos), se realizé6 mediante la
funcién glht del paquete de R “multicomp” (Hothorn et al. 2008). Ademas, se realizé una
prueba para medir el efecto principal de la interaccion (especies de rotiferos x temperatura;
especies de rotiferos x salinidad) que evalua el contraste a través de los niveles de un factor,
cuando los valores de los otros factores estan fijados a un valor asignado. Esto se realizd
usando la funcién de prueba de interacciéon del paquete R “phia” (De Rosario-Martinez

2015a, 2015b).

También se realizaron los analisis para el dia de eclosiéon de las diferentes especies y

morfotipos estudiados. La sobredispersiéon de los datos se probd con el modelo glmer
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usando overdisp_fun (Bolker et al. 2008). Sin embargo, solo se mostraron resultados para
la comparacién entre las especies hipersalinas (B. dimidiatus, B. manjavacas y B.
paranguensis), ya que para los morfotipos de especies B. angularis y B. quadridentatus no

se obtuvieron resultados significativos.
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Tabla 3.1. Numero de huevos diapausicos utilizados para los andlisis de las diferentes especies de rotiferos y cladéceros.

Ecosistemas acuaticos
Humedales no salinos Hipersalinos Lagos de alta montaiia
Charca de Suarez El Fuente Rincon Sierra Nevada
Cedazo de Piedra de Parangueo
AB TAG TRE ANS LR cz FP RP BG RS RSI

Rotiferos

Asplanchna spp. 7 (1) 13 (1)

Asplanchna spp. 4

Brachionus angularis A 2 1(1) 17 (5) 304 (78)

. angularis B 120 (28)

. bidentatus 3 45 (7) 16 (4) 34 (13) 11 (3) 56 (10)

. calyciflorus 6 (1) 2(2) 1

. dimidiatus 430 (77)

. quadridentatus A 3(1) 84(36) 62 (24) 86 (30) 8(2)

. quadridentatus B 5(2) 1(1) 21 (4)

. manjavacas 96 (31)

. paranguensis 420 (32)

Brachionus sp. 1

Filinia terminalis 2 34 (4)

Hexarthra fennica 74 (23)

Hexarthra sp. 110

Lecane bulla 80 (5) 212(32) 93(12) 147(14)

Lecane sppl. 3 30 (4) 3 41 (1)

Lecane spp?2. 16 8

Lepadella patella 6 (1)
Polyarthra sp. 2 19 24 6 24

Rotifero 1 13
Rotifero 2 38

Rotifero 3 1

Rotifero 4
Rotifero 5 2

Rotifero 6 5
Rotifero 7 14
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Tabla 3.1. continuacién

Ecosistémas acuaticos

Humedales no salinos Hipersalinos Lagos de alta montaia
Charca de Suadrez El Fuente de Rincén de Sierra Nevada
Cedazo Piedra parangueo

AB TAG TRE ANS LR cz FP RP BG RS RSI
Cladéceros
Alona quadrangularis 47 (2)
A. rectangula 49
Alona sp. 118 (5)
Ceriodaphnia pulchella 1 13 1 39 (5) 1
Chydorus sphaericus 1 10
Daphnia pulicaria 85
D. pulex 31
Daphnia sp. 15 129 (9) 30 13 (1)
Dunhevedia crassa 25 (5)
Moina salina 97 (12)
Simocephalus exspinosus 1 6 30 31 (4) 22
Chydoridae 1 3 1 3
Claddcero 1 18 (1)
Total 25 275 509 396 279 557 267 960 142 139 141

Nota: El nimero de individuos eclosionados por lago se muestra entre paréntesis. El significado de los acréonimos se puede encontrar en el apartado de area de
estudio general, paginas 32-44.
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Resultados

Efecto global de la salinidad y la temperatura sobre las respuestas de eclosion de los huevos

diapdusicos

De los 3960 huevos de resistencia colectados de los diferentes lagos, eclosionaron un total

de 534. De los cuales solo 44 fueron de cladéceros y 490 de rotiferos.

El mejor modelo MCMC aplicado a la tasa de eclosion de los huevos diapausicos
mostroé efectos significativos tanto de la temperatura como de la salinidad (Tabla 3.2). De
manera general, la proporcion de eclosiones fue mas baja tanto al aumentar la temperatura
como la salinidad (Figura 3.1 A). Los analisis estadisticos indicaron que a 15°C la eclosion
fue significativamente mayor que a 30°C (Tabla 3.2 y Figura 3.1 A). La interaccién entre
ambos factores no fue significativa, no obstante, en la mayor salinidad experimental (35
g/L) no se observod una reduccion de la tasa de eclosion al aumentar la temperatura (Figura

3.1A).

El modelo MCMC aplicado al dia de eclosion reveld un efecto significativo sélo de la
temperatura (Tabla 3.2 B). La tendencia observada fue que, al aumentar la temperatura de
15 a 30°C, el momento de eclosion de los huevos de resistencia de rotiferos y cladéceros se
redujo a la mitad desde aproximadamente seis dias a tres dias (Figura 3.1 B). Ademas,
aunque la respuesta del momento de eclosidon mostré una respuesta similar al aumentar la
salinidad cuando la temperatura fue de 30°C (Figura 3.1 B), a menor temperatura, la
eclosién se retrasé desde una media de 3 dias a 9 dias al aumentar la salinidad por encima
de 15 g/L. Sin embargo, el valor significativo obtenido para el factor aleatorio “especie”
(Tabla 3.2) mostré que estos patrones sobre el dia de eclosién variaron dependiendo de la

especie.
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Tabla 3.2. Andlisis global con modelos mixtos (MCMCglmm) para evaluar el efecto de la
temperatura y la salinidad sobre la tasa de eclosién y el dia de eclosion de los huevos

diapdusicos.

Tasa de eclosidn - Global DIC= 2368.9

Media Minimo Maximo pMCMC
Posterior  Cl95% Cl 95%
Efecto principal
Intercepto -2.70 -3.71 -1.82 < 0.005**
Temperatura (15 °C) 0.62 0.24 0.92 <0.0208*
Salinidad -0.10 -0.11 -0.08 < 0.005**
ADIC

Efectos Aleatorios
Lago 1.04 0.00 3.25 -4.3
Experimento 0.19 0.00 0.41 -2.9
Especie 2.04 0.62 3.97 -208.3
Caja 0.03 0.00 0.17 2

Dia de eclosion - Global DIC= 2126.5

Media Minimo  Maximo pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%
Efecto principal
Intercepto 0.92 0.61 1.21 <0.002**
Temperatura (15 °C) 0.81 0.68 0.99 <0.002**
Salinidad 0.00 -0.00 0.00 0.2083
ADIC

Efectos Aleatorios
Lago 0.04 0.00 0.16 -1
Experimento 0.00 0.00 0.01 2.8
Especie 0.24 0.08 0.46 -151.5
Caja 0.00 0.00 0.01 1.22

Nota: Los valores estadisticamente significativos (efectos principales) se indican en

negrita. Cl = intervalos de confianza; pMCMC = dos veces la probabilidad posterior de

gue la estima sea positiva o negativa, utilizando la menor de ellas. ADIC = DIC del

modelo completo menos DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio.
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Figura 3. 1. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la tasa de eclosion (A) y el dia de
eclosion (B) de los huevos de resistencia. Las barras de error representan el Error Tipico
(ET); (N=3690).

Efecto de la salinidad y la temperatura por tipo de ecosistema

Lagos hipersalinos

Los analisis estadisticos mostraron efectos significativos de la temperatura y de la
interaccion entre la temperaturay la salinidad con distribucién cuadratica (Tabla 3.4). Como
puede observarse en la Figura 3.2 A, un incremento de temperatura disminuye la eclosion
de los huevos de las especies hipersalinas en el rango de 0.5-15 g/L. En cambio, a salinidades

de 35 g/L, la temperatura no tuvo efecto sobre la tasa de eclosion.

Conrespecto al dia de eclosidn de los ecosistemas hipersalinos, el mejor modelo reveld que
sélo la temperatura fue significativa (Tabla 3.4). El incremento de la temperatura acelerd la
eclosidon de los huevos diapausicos en todos los niveles de salinidad a los primeros tres dias

(Figura 3.2 B).
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Tabla 3.3. Analisis con modelos mixtos (MCMCglmm) para evaluar el efecto de la
temperatura y la salinidad sobre la tasa de eclosién y el dia de eclosion de los huevos

diapdusicos aislados de los lagos hipersalinos Fuente de Piedra y Rincén de Parangueo.

Tasa de eclosion — Hipersalinos DIC=868.5

Media Minimo  Maximo pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%
Efecto principal
Intercepto -4.22 -6.24 -2.17 <0.005 **
Temperatura (15°C) 1.67 0.99 2.65 <0.005 **
Salinidad 0.01 -0.00 0.03 0.146
Salinidad 2 0.00 -0.00 0.00 0.3958
Temperatura (15°C) x Salinidad ? -0.00 -0.00 -0.00 <0.005 **
Lago (Fuente de Piedra) 1.76 -0.33 4.13 0.0833
ADIC

Efectos Aleatorios
Experimento 2.75 0.00 0.92 2.8
Especie 2.14 0.12 5.11 -53.3
Caja 0.14 0.00 0.69 0.1

Dia de eclosién — Hipersalinos DIC=738

Media Minimo Maximo pMCMC
Posterior ClI95% Cl95%
Efecto principal
Intercepto 0.75 0.16 1.51 0.0521
Temperatura (15°C) 0.74 0.47 0.94 <0.005 **
Salinidad 0.00 -0.00 0.00 0.2188
Salinidad 2 0.00 -0.00 0.00 0.2917
Lago (Fuente de Piedra) 0.89 0.29 1.62 0.417
ADIC

Efectos Aleatorios
Experimento 0.00 0.00 0.02 2.5
Especie 0.25 0.02 0.83 40.8
Caja 0.00 0.00 0.02 0.2

Nota: El mejor modelo presentd una distribucién cuadrdtica para la tasa de eclosion y
lineal para el dia de eclosidon. Los valores estadisticamente significativos (efectos
principales) se indican en negrita. Cl = intervalos de confianza; pMCMC = dos veces la
probabilidad posterior de que la estima sea positiva o negativa, utilizando la menor de
ellas. ADIC = DIC del modelo completo menos DIC del modelo mas sencillo sin el término

aleatorio.
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Figura 3.2. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la tasa de eclosion (A) y el dia de
eclosion (B) de los huevos de resistencia en cuerpos de agua hipersalinos (Fuente de Piedra
y Rincén de Parangueo). Las barras de error representan el Error Tipico (ET); (N=1227).

Humedales no salinos

El modelo lineal generalizado mixto sobre la tasa de eclosion de los huevos diapausicos
aislados de los humedales no salinos mostré un efecto significativo de la salinidad (Tabla
3.4) con menor proporcion de huevos eclosionados al aumentar la salinidad (Figura 3.3 A).
En efecto, en este tipo de ecosistemas no se observaron eclosiones de huevos diapausicos
a concentraciones salinas mayores de 5 g/L (Figura 3.3 A). La variacion de la temperatura
fue irrelevante para la tasa de eclosidén de las especies que habitan estos humedales. En

este modelo los factores aleatorios “especie” y “experimento” fueron significativos.

En relacidn con el dia de eclosidn, la temperatura mostré un efecto significativo (Tabla 3.4).
El aumento de temperatura de 15 a 30°C adelantd el momento de eclosidon, en promedio,
desde el quinto dia a los dos primeros dias (Figura 3.3 B). La salinidad, en cambio, no tuvo
efecto significativo sobre el momento de eclosion de los huevos diapdusicos de estas

poblaciones (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Analisis con modelos mixtos (MCMCglmm) para evaluar el efecto de la
temperatura y la salinidad sobre la tasa de eclosién y el dia de eclosion de los huevos
diapdusicos aislados de los humedales de Charcas de Suarez y El Cedazo.

Tasa de eclosion — Humedales DIC= 1101.5
Media Minimo Maximo pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto -1.18 -2.28 -0.04 0.0312%
Temperatura (15°C) 0.28 -0.19 0.71 0.1979
Salinidad -0.38 -0.44 -0.32 <0.005%*
ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 0.45 0.00 1.66 -2.6
Experimento 0.30 0.00 0.94 -8.7
Especie 2.46 0.94 4.61 -197.1
Caja 0.06 0.00 0.27 1.1

Dia de eclosion — Humedales DIC= 1351.1
Media Minimo  Maximo pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto -0.01 0.51 1.04 <0.005**
Temperatura (15°C) 0.86 0.68 1.00 <0.005**
Salinidad -0.01 -0.03 0.00 0.375
ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 0.02 0.00 0.07 -1.5
Experimento 0.01 0.00 0.04 -2.9
Especie 0.18 0.08 0.33 -97.7
Caja 0.00 0.00 0.02 2.8

Nota: Los valores estadisticamente significativos (efectos principales) se indican en
negrita. Cl = intervalos de confianza; pMCMC = dos veces la probabilidad posterior de que
la estima sea positiva o negativa, utilizando la menor de ellas. ADIC = DIC del modelo
completo menos DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio.
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Figura 3.3. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la tasa de eclosion (A) y el dia de
eclosion (B) de los huevos de resistencia en humedales (Charca de Sudrez y El Cedazo). Las
barras de error representan el Error Tipico (ET); (N=2041).

Lagunas de alta montafia

Para las tres lagunas de alta montafa de Sierra Nevada, la proporcion de huevos
eclosionados se redujo significativamente al aumentar la salinidad (Tabla 3.5, Figura
3.4). De hecho, los huevos diapausicos sélo eclosionaron a la salinidad experimental mas
baja ensayada de 0.5 g/L. Ademas, el modelo reveld un efecto significativo de “lago” siendo
los huevos procedentes de las lagunas de Rio Seco y Rio Seco Inferior los que presentaron
una mayor tasa de eclosién que los de Borreguil, en donde no eclosiond ningiin huevo (Tabla
3.1). Para el dia de eclosidn, los andlisis no mostraron efectos significativos de ninguno de
los factores. Eclosionaron un total de 8 huevos, de los cuales 7 fueron de cladéceros y uno

solo de rotifero, presentando un valor medio de dias de eclosién igual a 8 (ET + 3.6).
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Tabla 3.5. Analisis con modelos mixtos (MCMCglmm) para evaluar el efecto de la
temperatura y la salinidad sobre la tasa de eclosién de los huevos diapdusicos aislados de

las lagunas de alta montana del Parque Nacional de Sierra Nevada.

Tasa de eclosiéon — Alta montaiia DIC= 50.7

Media Minimo  Maximo pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto -18.78 -31.57 -5.34 <0.005**

Temperatura (15°C) 2.79 -0.01 6.13 0.0312

Salinidad -0.76 -1.12 -0.16 <0.005**

Lago (Rio Seco) 13.77 0.55 26.71 0.0104*

Lago (Rio Seco Inferior) 13.85 0.33 26.16 <0.005**
ADIC

Efectos Aleatorios

Experimento 0.67 0.00 2.21 0.06

Especie 1.59 0.00 5.39 -4.4

Caja 0.76 0.00 2.39 0.0

Nota: Los valores estadisticamente significativos (efectos principales) se indican en negrita.
Cl = intervalos de confianza; pMCMC = dos veces la probabilidad posterior de que la estima
sea positiva o negativa, utilizando la menor de ellas. ADIC = DIC del modelo completo menos
DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio.
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Figura 3.4. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la tasa de eclosion de los huevos de

resistencia en lagos de alta montafia (Borreguil, Rio Seco, y Rio Seco Inferior). Las barras de

error representan el error tipico de la media (N= 422).
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Diferencias en la tasa de eclosion en respuesta a la salinidad y temperatura entre especies

y morfotipos de algunas especies.

Especies

Especies hipersalinas del género Brachionus (B. dimidiatus, B. manjavacas, B. paranguensis)

Los huevos de las tres especies de rotiferos B. dimidiatus, B. manjavacas, B. paranguensis
mostraron diferentes respuestas a las variaciones de temperatura y salinidad tanto en sus
tasas de eclosion como en el momento de la eclosién. Los modelos mixtos revelaron la
existencia de efectos significativos de “temperatura”, “especie”, y de la interaccidon entre
“temperatura” y “salinidad?” para la tasa de eclosidn, mientras que, para el dia de eclosién,

la “especie” y la “temperatura” fueron significativos (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la salinidad, temperatura, y
huevos de tres especies hipersalinas de rotiferos (B. dimidiatus, B. manjavacas, B.
paranguensis) en la tasa de eclosidn de los huevos diapausicos.

Tasa de eclosion — AIC=729.6 Dia de eclosién — AlC=570.8

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 132.85 1 < 2.2e-16 *** 3574 1 2.2e-09 ***
Temperatura 29.82 1 0.00000004 *** 5174 1 6.3e-13 ***
Salinidad 3.47 1 0.062 -0.00 1 0.742
Salinidad 2 2.177 1 0.140 0.05 1 0.820
Especie 39.84 2 0.000000002 ***  188.39 2 < 2.2e-16 ***
Temperatura x Salinidad 2 11.31 1 0.00076 *** - - -

Nota: Debido a que el AIC en el estudio de lagos hipersalinos fue menor para una distribucién
cuadratica, esta misma distribucidn se usé para el analisis de las especies hipersalinas. El mejor
modelo obtenido para la tasa de eclosidn fue con el AIC (729.6) y para el dia de eclosién con el
AIC (570.8). La relacién con la tasa de eclosién con la temperatura y salinidad es cuadratica. Los
resultados se muestran mediante la funcion ANOVA del paquete “car” de R (Fox & Weisberg
2011). Los valores de significancia (P < 0.05) se reportan en negritas. Chisq (Chi- cuadrada); Df
(grados de libertad).
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Se observé una menor tendencia de los huevos diapdusicos a eclosionar a mayores
temperaturas (Figuras 3.5). El analisis por pares de la respuesta de eclosion de las tres
especies de rotiferos hipersalinos mostré que la especie con mayores porcentajes de
eclosion fue B. manjavacas seguida por B. dimidiatus y, por ultimo, B. paranguensis (Tabla
3.7 y Figuras 3.5 A). Los andlisis de interaccién entre la salinidad y la temperatura mostraron
qgue el aumento de salinidad sélo tenia efecto sobre la tasa de eclosidn a la temperatura de
15°C, mientras que a 30°C la salinidad no presenté efecto alguno (Tabla 3.7). Para el dia de
eclosidn, los andlisis de pares mostraron que entre B. dimidiatusy B. paranguensis no hubo
diferencia en la temporalidad de eclosién, mientras que B. manjavacas eclosiond mas tarde

respecto a B. dimidiatus y B. paranguensis (Tabla 3.7).

Finalmente, aunque el modelo mixto no mostré una interaccidén significativa entre
“temperatura” y “especie” (Tabla 3.7), los analisis post hoc revelaron evidencias de que la
tasa de eclosién de B. dimidiatus y B. manjavacas si se veian reducidas significativamente
por el aumento de temperatura. En cambio, la tasa de eclosion de B. paranguensis no se

vio afectada por los dos niveles de temperatura usados en este experimento (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Anadlisis Post hoc para comparar el contraste de pares de las tres especies de
rotiferos hipersalinos y la interaccién entre las especies y la temperatura y la temperatura
respecto a la salinidad.

Tasa de eclosion — AlIC=729.6

Contraste de pares Estimado  Errortipico  Valor P

yA
B. dimidiatus - B. paranguensis 1.00 0.22 4.43 <0.0001 ***
B. manjavacas — B. paranguensis 1.77 0.29 6.09 <0.0001 ***
B. manjavacas — B. dimidiatus 0.77 0.25 3.01 0.00705 **
Interaccidn Especie x Temperatura Valor Df Chisq P
B. dimidiatus 0.31 1 8.11 0.0087 **
B. manjavacas 0.14 1 11.50 0.002 **
B. paranguensis 0.37 1 1.63 0.20
Interaccién Temperatura x Salinidad? Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) 0.0004 1 2.17 0.140
Temperatura (15°C) -0.0009 1 10.97 0.0018 **
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Tabla 3.7. continuacion

Dia de eclosion — AIC 570.8

Contraste de pares Estimado  Error tipico  Valor P
Z
B. dimidiatus - B. paranguensis -0.00 0.11 -0.06 0.997
B. manjavacas — B. paranguensis 1.02 0.10 9.43 < 109 *k*
B. manjavacas — B. dimidiatus 1.02 0.08 12.65 <109 ***

Nota: La relacion de la temperatura con la tasa de eclosidon fue lineal. Los valores con
significancia se representan en negritas.

B. dimidiatus y B. paranguensis muestran a 15°C una tendencia cuadratica a la salinidad con
valores intermedios de salinidad que favorecen la eclosién, aunque a salinidades tan altas
como 35 g/L, la alta temperatura favorece la eclosion de los huevos. Con respecto a B.
manjavacas la temperatura de 15°C parece favorecer la eclosién de los huevos a todas las
concentraciones de salinidad consideradas en este estudio, aunque al aumentar la
temperatura la tasa de eclosién disminuye considerablemente a todas las salinidades
(Figura 3.5 A). Con respecto al dia de eclosion, B. dimidiatus y B. paranguensis a una
temperatura de 15°C retrasaron el dia de eclosién hasta 4 dias a salinidades de entre 0.5y
15 g/L, mientras que a una salinidad de 35 g/L ambas temperaturas tuvieron un efecto
parecido sobre el momento de eclosidn. En cuanto a B. manjavacas, la temperatura de 15
°C eclosiond alrededor del dia 12, mientras que a 30°C la eclosidon de los huevos se

presentaba entre los 3y 5 dias (Figura 3.5 B).
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Efectos sobre los morfotipos de Brachionus angularis

Se encontraron dos morfotipos de huevos de la especie de rotifero B. angularis que fueron
diferenciados como A y B. Los huevos de B. angularis A, aunque se detectaron en cuatro
lagunas: El Taraje, El Trébol, Aneas, y El Cedazo, el mayor nimero de huevos se encontré

en El Cedazo. El morfotipo B. angularis B solo se detectd en El Cedazo (Tabla 3.1).

El modelo mixto mostrd, para la tasa de eclosién, ademas de efectos significativos de los
factores principales “salinidad” y “morfotipo”, un efecto significativo de algunas
interacciones (Tabla 3.8.) y para el dia de eclosidn, la “temperatura” y “morfotipo” fueron

significativos (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la salinidad, temperatura, y
huevos de dos morfotipos del rotifero B. angularis en la tasa de eclosién de los huevos
diapausicos.

Tasa de eclosion — AIC=216.9 Dia de eclosion — AlC=351.1

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 19.74 1 0.000008 ***  7.54 1 0.006
Temperatura 0.79 1 0.372 89.45 1 < 2.2¢16 ***
Salinidad 26.22 1 0.0000003 *** 123 1 0.265
Morfotipo 8.99 1 0.002 ** 3,93 1 0.047 *
Salinidad x Morfotipo 7.77 1 0.005 ** - - -
Temperatura x Morfotipo 4.65 1 0.030 * - - -

Nota: El mejor modelo obtenido para la tasa de eclosiéon fue con el AIC (216.9) y para el dia de
eclosiéon con un AIC (351.1). La relacidn con la tasa de eclosidn con la temperatura y salinidad es
lineal. Los resultados se muestran mediante la funcién ANOVA del paquete “car” de R (Fox &
Weisberg 2011). Los valores de significancia (P < 0.05) se reportan en negritas. Chisg (Chi-
cuadrada); Df (grados de libertad).

124



En general, independientemente de la temperatura, el aumento de salinidad redujo la
proporcién de eclosiones en ambos morfotipos (Figura 3.6.). Los analisis de contraste por
pares mostraron que la tasa de eclosidn de B. angularis B fue significativamente menor que
la de B. angularis A (Tabla 3.10). La interaccién entre salinidad y morfotipo puede apreciarse
en la figura 3.6. comparando, con los dos tratamientos de temperatura agrupados, la
diferencia entre las pendientes negativas de las rectas que unen las tasas de eclosion
medias de los huevos diapausicos de cada morfotipo al aumentar la salinidad. El efecto de
la temperatura también fue distinto segun el morfotipo: a 15°C, las tasas de eclosion medias
de los dos morfotipos fueron similares, en cambio, a 30°C, B. angularis A mostré una mayor
tasa de eclosion media que B. angularis B (Tabla 3.10 y Figura 3.6). Para el dia de eclosidn,
la respuesta entre morfotipos fue diferente, con una tendencia a un mayor retraso en la

eclosion para el morfotipo A (Figura 3.6).

Tabla 3.9. Analisis Post hoc para comparar el contraste de pares de los dos morfotipos de
huevos del rotifero B. angularis y la interaccién entre ellos en relacion con la temperatura
y la salinidad.

Tasa de eclosion — AIC=216.9

Contraste de pares Estimado  Errortipico ValorZ P
B. angularis B — B. angularis A -0.28 0.38 -2.99 0.002 **
Interaccién Morfotipo x Salinidad Valor Df Chisq P
B. angularis A -0.84 1 53.83 4.3 @13 ***
B. angularis B -0.53 1 17.55 2.7 05 *kx*
Interaccion Temperatura x Morfotipo Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) 0.01 1 5.49 0.038 *
Temperatura (15°C) 0.08 1 0.44 0.507

Nota: La relacién de la temperatura y salinidad con la tasa de eclosion fue lineal. Los valores
con significancia se representan en negritas.
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Figura 3.6. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la tasa (A) y dia (B) de eclosién de los
huevos de resistencia de dos morfotipos diferentes de B. angularis A (N= 324) y B (N= 120).
Las barras de error representan el Error Tipico (ET).

Efectos sobre los morfotipos de Brachionus quadridentatus
Para el rotifero B. quadridentatus, también se encontraron dos morfotipos que fueron

diferenciados como Ay B. B. quadridentatus A fue encontrado en los cinco humedales de

Charca de Suarez, mientras que B. quadridentatus B se encontrd sélo en tres de estos
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humedales: El Taraje, El Trébol, y Aneas (Tabla 3.1). Los analisis con modelos mixtos para la
tasa de eclosién mostraron efectos significativos de la “salinidad” y “morfotipo” (Tabla
3.10), mientras que, para el dia de eclosidn, solamente la “temperatura” fue significativa.
En promedio, independientemente de la temperatura y del morfotipo, la tasa de eclosion
resultd mayor a las menores salinidades ensayadas (< 15 g/L, Figura 3.7 A). Ademas, la
proporcién de eclosiones varidé entre los dos morfotipos, con mayores tasas de eclosion
para el morfotipo A que para el morfotipo B (Tabla 3.11). Con respecto al dia de eclosidn, la

temperatura alta adelanto la eclosién en los dos morfotipos (Figura 3.7).

Tabla 3.10. Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la salinidad, la temperatura,
y el tipo de morfotipo de huevo del rotifero B. quadridentatus en la tasa y dia de eclosion
de los huevos diapausicos.

Tasa de eclosion — AIC=190.1 Dia de eclosion — AIC = 351.8

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 31.52 1 2.1e%®*** 30,74 1 0.000002 ***
Temperatura 0.00 1 0.853 6.99 1 0.008 **
Salinidad 50.59 1 3.1e2**%*x (31 1 0.572
Morfotipo 9.03 1 0.002 **  0.58 1 0.445

Nota: El mejor modelo obtenido para la tasa de eclosién fue con el AIC (190.1) y para
el dia de eclosion AIC (351.8). Los resultados se muestran mediante la funcion ANOVA
del paquete “car” de R (Fox & Weisberg 2011). Los valores de significancia (P < 0.05) se
reportan en negritas. Chisq (Chi- cuadrada); Df (grados de libertad).

Tabla 3.11. Analisis Post hoc para comparar el contraste de pares de dos morfotipos del
rotifero B. quadridentatus.

Tasa de eclosion — AIC= 198
Contraste de pares Estimado  Errortipico ValorZ P
B. quadridentatus B — B. quadridentatus A -1.70 0.56 -3 0.002 **
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Figura 3.7. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la tasa (A) y dia (B) de eclosién de los
huevos de resistencia de dos morfo tipos diferentes de B. quadridentatus A (N=243) y B (N=
27). Las barras de error representan el Error Tipico (ET).

Discusion

Este representa el primer estudio en modelar el efecto cruzado con combinaciones de
salinidad y temperatura sobre la tasa de eclosiéon y el momento de eclosién de los huevos
de resistencia de rotiferos y claddceros aislados de diferentes tipos de ecosistemas, desde
una perspectiva global, hasta el anadlisis intraespecifico de las especies. Los resultados

obtenidos desde dicha perspectiva global, mostraron que la temperatura y la salinidad, de
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manera independiente, afectaron la tasa de eclosién de las especies de forma lineal, es
decir, a mayor temperatura y salinidad, la tasa de eclosién de las especies fue menor,
excepto a una salinidad de 35 g/L en donde se tuvo el mismo efecto en la tasa de eclosién
independientemente de la temperatura. Resultados similares fueron obtenidos por Bailey
et al. (2006) que investigaron la tasa de eclosion de diferentes especies de rotiferos y
cladéceros a tres diferentes salinidades (0, 8 y 35 g/L) y tres temperaturas (10, 20 y 30°C),
registrando un mayor porcentaje de eclosion en las salinidades mas bajas,
independientemente de la temperatura utilizada, aunque a una temperatura de 30°C
obtuvieron menor eclosion. También, Santangelo et al. (2014) realizaron experimentos de
eclosidon con 16 diferentes taxa entre rotiferos y claddceros, utilizando un rango de
salinidades de <2 g/L a >30 g/L. En general los valores mas bajos de eclosién fueron
observados en salinidades altas, 16 y 32 g/L, y solo dos especies de rotiferos, B. plicatilis s.s.
y Hexarthra sp. eclosionaron a todas las salinidades. De la misma manera, en el presente
estudio, en el caso del dia de eclosion la relacidon fue lineal, y solo la temperatura alta
acelerd la eclosion de las especies sin importar la salinidad a la que se encontraban los
huevos. Resultados parecidos fueron encontrados por Walczynska & Serra (2014) que
analizaron el efecto de diferentes temperaturas (17.5, 22.5 y 25°C) sobre tres especies
pertenecientes al complejo B. plicatilis, y observaron que la temperatura aceleraba
drasticamente la eclosion de los huevos, en efecto a 25°C, el 80 % de los huevos

eclosionaron en los primeros 5 dias.

Debido a que un mayor numero de ecosistemas estan siendo afectados negativamente por
el cambio climatico (Santangelo et al. 2014), y que los analisis estadisticos globales
mostraron que el factor aleatorio “lago” tuvo un aporte significativo sobre el modelo
realizado, se agruparon los lagos por tipo de ecosistema (lagos hipersalinos, humedales no
salinos, y lagunas de alta montaiia) para identificar qué tipos de ecosistemas son los mas

susceptibles a ser afectados negativamente a las variaciones de temperatura y salinidad.
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En efecto, a pesar de que se haya documentado el efecto negativo que tiene el aumento de
la salinidad (de 0 a 36 g/L) sobre la tasa de eclosion de huevos de resistencia de diferentes
especies de rotiferos (Garcia-Roger et al. 2008) y claddceros (Bailey et al. 2004), es necesario
comprobar en qué medida estan siendo afectados los diferentes tipos de ecosistemas
acuaticos, y con ello evaluar la vulnerabilidad de los ecosistemas de forma separada. Hasta
la fecha, no se han realizado estudios que comparen la respuesta a aumentos de salinidad

entre diferentes tipos de ecosistemas.

Con respecto a los ecosistemas hipersalinos, se conocen pocas especies de rotiferos y
cladéceros adaptadas a ambientes con altas salinidades. De acuerdo con Fontanteto et al.
(2006), al momento, se tienen identificadas 173 especies de rotiferos como verdaderas
especies eurihalinas y la mayoria de estudios ecolégicos estan enfocados en las especies del
complejo Brachionus plicatilis, mientras que solo 5 especies de claddceros viven en aguas
salobres (Aladin 1991). En este estudio, se usaron cinco especies hipersalinas entre rotiferos
y cladéceros; tres rotiferos del género Brachionus (B. dimidiatus, B. manjavacas, y B.
paranguensis) y Hexarthra fennica, y el cladécero Moina salina. Los resultados obtenidos
sugieren que estas especies estan bien adaptadas a los efectos que podria tener el cambio
global en los ecosistemas acudticos, mostrando capacidad para eclosionar en todos los
escenarios planteados. Gabalddn et al. (2015), analizando el efecto de la salinidad en la
tasa de eclosidon de B. plicatilis s.s y B. manjavacas, observaron un mayor nimero de
eclosiones a una salinidad de 8 g/L, aunque también observaron un porcentaje importante
de eclosiones a 16 y 24 g/L. En el presente estudio, la distribucion de la tasa de eclosion fue
cuadratica, sugiriendo que las cinco especies hipersalinas usadas tienen una mayor tasa de
eclosion a salinidades de 5y 15 g/L a 15°C, sin embargo, como muestran los resultados,
alguna de estas especies puede soportar condiciones tan adversas y extremas como el
aumento de salinidad a 35 g/L en una temperatura de 30°C, sugiriendo una alta capacidad
resiliente si la temperatura y la salinidad incrementaran notablemente en estos sistemas
acuaticos. Los datos presentes en la literatura, evidencian los notables cambios de

salinidades que han ocurrido, a lo largo de los afios, en los dos ecosistemas hipersalinos
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bajo estudio. En el caso de Fuente de Piedra, esta laguna presenta una elevada variacion
intra e interanual, desde una salinidad de 9 g/L hasta 220 g/L (Garcia & Niell 1993). Con
respecto a la laguna de Rincon de Parangueo, antes de 1980, éste era un gran lago con
concentraciones de salinidad mucho mas bajas que las actuales, hasta que se produjo una
fractura al interior del crater y el agua del lago empezd a desecarse gradualmente y a
volverse hipersalina (Cerca et al. 2014). Mediciones efectuadas en el afio 1999 registraron
una salinidad en la laguna de unos 50 g/L (Aranda-Gémez et al. 2013), mientras que los
ultimos datos de salinidad tomados para el presente estudio fueron de 25 g/L. Estos datos,
para las dos lagunas, podrian explicar la adaptacion demostrada por las especies
hipersalinas encontradas, a eclosionar a todas las salinidades experimentales, ya que en el

tiempo han tenido que hacer frente a drasticas variaciones de esta variable.

Con respecto a los humedales no salinos, estos son ecosistemas con condiciones muy
cambiantes temporalmente, que suelen generar estrés en las comunidades planctonicas,
favoreciendo, por tanto, la produccion de huevos de resistencia (Schroeder 2001). En este
trabajo, todas las especies usadas para el analisis mostraron que la eclosion se restringio a
salinidades de 0.5y 5 g/L, y la temperatura no tuvo ningun efecto sobre la tasa de eclosion,
aungue el aumento de la temperatura aceleré el dia de eclosidon de las especies. Estos
resultados sugieren que las especies que habitan este tipo de ecosistemas, tienen la
capacidad de adaptarse a variaciones de salinidad dentro de los primeros 5 g/L, a diferencia
de cuerpos de agua totalmente dulceacuicolas, en donde salinidades mayores de 1 g/L
afectan negativamente las especies (Nielsen et al. 2003), o de los ecosistemas hipersalinos,
en donde las especies estan adaptadas a concentraciones de hasta 40 g/L, como es el caso
de B. plicatilis s.s. (Minkoff et al. 1983). Los resultados obtenidos aqui sobre la tasa de
eclosién, parecen ser consistentes con los de otros humedales, por ejemplo, en lagunas del
Parque Nacional de Dofiana (Santa Olalla y Dulce) donde a una temperatura de entre 15y
25°C las especies tienden a eclosionar a una salinidad de 4 g/L, y la tasa de eclosién
disminuye drasticamente con el aumento de la salinidad a 8 g/L (Conde-Porcuna et al.

2018). En este mismo parque, pero en otro punto de ubicacién (Entre Muros), también se
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obtuvo la eclosion de 9 especies de rotiferos y 1 de claddceros en salinidad de 5 g/L y una
temperatura media de 19.5°C (Frisch et al. 2009). Los resultados de estos trabajos y los
datos reportados en esta tesis obtenidos a una temperatura mas alta que la utilizada por
los estudios mencionados (hasta 30°C), indican que los aumentos de la temperatura
debidos al cambio climatico no afectan directamente las especies de rotiferos y claddceros
encontradas en los humedales, aunque los aumentos de la concentracién de salinidad
causados por la evaporacion o disminucion del flujo hidrico si podrian ser muy deletéreos

y llevar a una disminucién de la riqueza de especies zooplanctdnicas.

Finalmente, en las lagunas de alta montafia, los resultados mostraron muy pocas eclosiones
de las diferentes especies encontradas. De hecho, todas ocurrieron bajo una salinidad de
0.5 g/L a una temperatura de 15°C, y solamente se registré una eclosién de un claddcero
(Alona sp.) a 30°C. Aunque la temperatura no fue una variable significativa sobre la tasa de
eclosion de estas poblaciones, las especies de este tipo de ecosistemas necesariamente
deben estar adaptadas a las bajas temperaturas debido a que la temperatura de los cuerpos
de agua estudiados es de entre 16y 18°C en época de deshielo (Pérez-Martinez et al. 2013)
y presenta una media anual de 3.9°C en el resto del afio (Worldwide Bioclimatic
Classification System 1996—2018). Con respecto al dia de eclosion, las siete especies de
claddéceros en este estudio tuvieron un pico de eclosion en el dia 8 a una temperatura de
15°C, un resultado parecido al encontrado por Pérez-Martinez et al. (2013) para D. pulicaria
gue, a una temperatura de 10°C, presentd un pico de eclosion en el dia 9. No obstante,
estos autores encontraron que el dia de eclosién de la especie de cladécero si estaba
significativamente afectado por la temperatura, contrariamente a nuestros resultados que
no indican ninguna significancia entre esta variable y el momento de eclosion. En el caso de
la salinidad, las lagunas de alta montafia de Sierra Nevada se caracterizan por ser
ecosistemas acuaticos con cualidades oligotroficas y con baja alcalinidad (Tabla 1), por lo
gue un ligero aumento en la salinidad tendria un efecto sumamente negativo para la tasa
de eclosidn de las especies. No obstante, en general, las fluctuaciones en salinidad de estas

lagunas no son muy altas (Tabla 1), y por lo tanto, esta variable no representa un factor de
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riesgo en estos ecosistemas. Por otro lado, un aumento de la temperatura si podria tener
un efecto muy negativo sobre las especies de rotiferos y claddceros. Pérez-Martinez et al.
(2013), a una temperatura de 10°C, obtuvieron una tasa de eclosion del cladécero D.
pulicaria de un 20%, y los resultados del presente trabajo demostraron que al aumentar la
temperatura en 5°C (i.e., 15°C), la tasa de eclosién de las especies bajaba a un 10%. Estos
resultados evidencian la necesidad de efectuar mas estudios sobre el impacto de diferentes
rangos de temperatura (4 - 18°C) y con diferentes especies de zooplancton, para poder
revelar cudl es el efecto del incremento de temperatura a 18°C, la mas alta registrada hasta
el momento, y poder asi predecir con mas exactitud la capacidad resiliente de este tipo de

ecosistema frente al cambio climatico.

En general, los resultados muestran que las especies de los ecosistemas hipersalinos estan
mejor adaptadas y, por tanto, son especies mas resilientes que las especies de humedales
no salinos y de lagunas de alta montafia para afrontar variaciones drasticas de temperatura
y salinidad que se producen por el cambio global. Las especies estudiadas de los
ecosistemas hipersalinos pudieron eclosionar en cualquier salinidad, aunque la tasa de
eclosion estuvo afectada por la temperatura y su interaccién con las diferentes salinidades.
Diversos estudios reportan esta adaptacion de especies hipersalinas a eclosionar en un
amplio rango de salinidades. Santangelo et al. (2014), a una temperatura de 24°C,
obtuvieron eclosiones de la especie B. plicatilis s.s. en salinidades de 0 a 32 g/L, aunque solo
a 4 g/L en B. dimidiatus. Mikoff et al. (1983), reportd para B. plicatilis s.s. una salinidad
Optima de eclosién de 16 g/L a 15°C, y una considerable disminucion de la tasa de eclosidn
a salinidades mas bajas (9 g/L) y mas altas (40 g/L); mientras que Gabaldon et al. (2015),
muestra para B. plicatilis s.s. y B. manjavacas, un rango de eclosién desde 8 a 24 g/L a una

temperatura de 20°C, sin embargo, la salinidad 6ptima fue de 8 g/L.
Por el otro lado, en el caso de las especies que habitan ecosistemas como los humedales no

salinos, a pesar de ser especies que se enfrentan a ecosistemas muy cambiantes, su

capacidad de resiliencia sobre aumentos de salinidad se limité a los 5 g/L, sin embargo, la
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temperatura parece no tener ningln efecto negativo sobre la tasa de eclosién de este tipo
de especies. Finalmente, la baja tasa de eclosidén obtenida para las especies de las lagunas
de alta montafia, y el hecho de que solo eclosionaran a baja salinidad y mayormente en baja
temperatura, sugiere una gran especificidad sobre las condiciones de eclosidon de las
especies, siendo asi las especies con un menor potencial resiliente a variaciones de
temperatura y salinidad. Estas diferencias de respuesta, se pueden explicar mediante la
gran variedad de formas y estructuras que presentan los huevos diapausicos. Sin embargo,
hasta el momento se sabe muy poco sobre la estructura y su funcionamiento, y como estan
ligadas a las respuestas de las condiciones medioambientales, y el Unico trabajo que se tiene

al respecto es el que se desarrolla en el capitulo 1.

La distribucion de la tasa de eclosidon para las especies de Brachionus hipersalinas utilizadas
fue cuadratica. Los andlisis estadisticos mostraron que la tasa de eclosion de las tres
especies esta afectada por la temperatura y su interaccidn con la salinidad, asi como por el
tipo de especie de la que se trate. De hecho, los analisis de contraste de pares comprobaron
las diferencias en la tasa de eclosidén; B. manjavacas es la especie que mas eclosiona,
seguida por B. dimidiatus y posteriormente B. paranguensis. Ademas, los analisis de
interaccion demuestran que, B. dimidiatus y B. manjavacas, responden de manera diferente
a la temperatura, mientras que la tasa de eclosidon de B. paranguensis no estd afectada por
esta variable. En la actualidad, B. manjavacas y B. paranguensis son dos especies que
pertenecen al grupo “L” del complejo B. plicatilis. Estas especies, han sido clasificadas y
descritas por técnicas moleculares, sin embargo, también se ha seifalado que las especies
del complejo B. plicatilis presentan una clara diferencia en la tolerancia a concentraciones
de salinidad (Alcantara-Rodriguez et al. 2012). En la presente tesis, también se evidencia y
se fortalece las diferencias ecoldgicas que se pueden observar entre dos especies del grupo
L del complejo B. plicatilis, pero sobre la respuesta de la tasa de eclosion a la salinidad y la
temperatura. En este caso, los resultados también muestran diferente tolerancia hacia las
variaciones de temperatura, mientras que B. manjavacas disminuyd su tasa de eclosidn con

incrementos de temperatura, B. paranguensis la aumento a una salinidad de 35 g/L.
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Se podria arglir sobre qué especie tiene un mayor potencial resiliente a las variaciones de
temperatura y salinidad y, probablemente, la respuesta seria que, de las tres especies
estudiadas, B. paranguensis seria la mejor adaptada a los aumentos de los dos factores. En
efecto, los resultados muestran que, a mayor salinidad y mayor temperatura, la tasa de
eclosidon es mayor que a temperatura baja, y la tendencia del cambio climatico sugiere
aumentos significativos de estas dos variables. Por lo tanto, el que B. paranguensis no esté
bien adaptada a concentraciones salinas bajas, no presentaria un mayor problema para la
especie, sin embargo, para B. dimidiatus, hasta el momento, el aumento de la salinidad si
ha representado un efecto negativo, ya que no se ha encontrado en la comunidad activa
(Guerrero-Jiménez et al. 2019), y Santangelo et al. (2014), muestran que esta especie solo
eclosiona a una salinidad de 4 g/L. Por otro lado, B. manjavacas, logra eclosionar en un
amplio rango de salinidades, sin embargo, la especie tiene una preferencia para eclosionar
en salinidad de 8 g/L (Gabalddn et al. 2015), y de acuerdo con los resultados obtenidos en
esta tesis, el incremento simultdneo de la salinidad y la temperatura, tendria efectos

negativos sobre la tasa de eclosion de esta especie.

Este es el primer trabajo que compara la tasa de eclosidén de diferentes morfotipos de una
misma especie en respuesta a diferentes salinidades y temperaturas y a la interaccion de
las dos variables. Liu & Niu (2010) y Xiang et al. (2011), analizaron el efecto de la
temperatura sobre la tasa de eclosion de dos morfotipos de B. calyciflorus, mostrando
diferencias en las respuestas de eclosidén entre morfotipos, aunque en estos estudios no se
tomd en cuenta el impacto que pudiera tener la salinidad. En el presente estudio, se
observaron diferencias en las respuestas de eclosion en los dos morfotipos estudiados de
las especies B. angularis y B. quadridentatus, ademas, en el capitulo 1, los morfotipos de
estas dos especies han mostrado una variacidn morfoldgica importante. Los analisis
estadisticos muestran que para B. angularis, la tasa de eclosion de los dos morfotipos
estudiados responde de forma muy diferente a las variaciones de las dos variables

utilizadas, sobre todo en funciéon de la temperatura, en donde el morfotipo A tiene

135



preferencias para eclosionar a una temperatura de 30°C y el morfotipo B a 15°C. Por otro
lado, los dos morfotipos de B. quadridentatus responden de manera similar a las variaciones
de temperatura y salinidad, aunque el morfotipo A tiene una mayor tasa de eclosiéon
respecto al morfotipo B. Desafortunadamente, al momento no hay datos publicados sobre
los patrones de eclosién de estas dos especies en respuesta a diferentes salinidades y
temperaturas, y por lo tanto no es posible hacer una comparaciéon con los resultados
obtenidos. Las diferentes tolerancias a aumentos de salinidad y temperatura entre
morfotipos de la misma especie, podria representar una estrategia de las especies para
sobrevivir a condiciones ambientales cambiantes, ademas de ser indicacion de la posible
presencia de especies cripticas. B. quadridentatus, por ejemplo, es considerada una especie
criptica (Moreno et al. 2017), y no deberia por lo tanto descartarse la idea de que las
diferencias observadas en la eclosién segun la temperatura y salinidad, pudieran estar
mostrando una diferenciacion ecoldgica de estas especies como ya se ha demostrado para
especies pertenecientes al complejo B. plicatilis (Gabalddn et al. 2015, 2017). Ademas, esto
podria explicar la presencia de discrepancias en las respuestas de una misma especie entre
diferentes estudios, como ocurre para la especie B. plicatilis s.s. cuya salinidad dptima de
eclosion reportada difiere segun los estudios (Pourriot & Snell 1983; Mikoff 1983;

Santangelo et al. 2014).
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CAPITULO IV

Variacion en las respuestas de eclosion de
rotiferos y claddceros a la desecacion del

sedimento



Introduccion

Es un hecho bien conocido que los huevos diapdusicos del zooplancton de lagunas y charcas
temporales son capaces de resistir a condiciones ambientales adversas e incluso extremas
como altas salinidades, altas o bajas temperaturas y la desecacién o congelacion de los

II'

sedimentos (revisado por Radzikowski 2013). Sin embargo, esta resistencia “natural” a la
adversidad tiene un limite y los huevos acabaran deteriorandose perdiendo su viabilidad,
incluso para perturbaciones a corto-medio plazo (6 meses, Chittapun et al. 2005). En el
capitulo 3 de esta tesis se ha puesto de manifiesto que la futura salinizacién de ecosistemas
acuaticos someros simulada por los modelos actuales de cambio climatico reducira la
viabilidad del banco de huevos del sedimento de algunas especies de rotiferos y cladéceros.
Ademads, otro riesgo climatico es que muchos lagos someros experimentaran sequias
impredecibles y prolongadas que provocaran la desecacién del banco de huevos del
sedimento (Brucet et al. 2010; Antdon-Pardo & Armengol 2012; Jeppesen et al. 2015).
Aunque las sequias son un evento climatico que forma parte del ciclo normal del clima
mediterraneo (Vicente-Serrano et al. 2014; Tavsanoglu et al. 2015), en la regidon andaluza
(sur de Espana), por ejemplo, se han dado episodios de dos o0 mas afios secos a lo largo del
siglo pasado (e.g., 1909-1914, 1941-1945 y 1978-1984) y el actual (1990-1996, 2004-2009 y
2017-19) (Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible 2020).
Durante el verano, los humedales temporales soportardn temperaturas extremas de hasta
35°C (e.g., Garcia & Niell 1993). En este contexto, la capacidad de los huevos de resistencia
del sedimento para tolerar los episodios de desecacion y altas temperaturas extremas
desempefiard un papel clave en la recuperacién de la comunidad zooplancténica. Sin
embargo, aln no esta claro cémo los patrones de eclosidn de las diferentes especies de
zooplancton vy, de las diferentes poblaciones dentro de la misma especie, reaccionaran a
estos episodios de desecacidn y altas temperaturas de los sistemas someros temporales

(Arnott & Yan 2002; Branstrator et al. 2013; Vargas et al. 2019).
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Algunos estudios han mostrado que el zooplancton puede ser Util para monitorizar el
impacto de la sequia en los humedales por cambios asociados a la salinizacion del agua vy al
hidroperiodo (Rojo et al. 2012). Sin embargo, es dificil separar los efectos del incremento
en salinidad sobre las comunidades acuaticas de aquellos efectos relacionados con el
cambio en el nivel del agua de estos sistemas lacustres. Arnott et al. (2001) observaron que
la desecacion de sedimentos de la zona litoral estimulaba la eclosién de huevos del
zooplancton. En cambio, Santangelo et al. (2011) mostraron bajas tasas de eclosién de
huevos de resistencia de claddceros tropicales después de haber estado sometidos a una
desecacion a medio plazo (4 meses) a temperatura ambiente (24°C). Sin embargo, los
estudios que han analizado directamente los efectos de la desecacién sobre la respuesta de
eclosion de los huevos de resistencia de zooplancton, ademas de ser escasos (Arnott et al.
2001; Chittapun et al. 2005; Santangelo et al. 2011; Branstrator et al. 2013; Vargas et al.
2019), no han tenido en cuenta el posible efecto que altas temperaturas extremas puedan
tener sobre las tasas de eclosion de sedimentos ya desecados (Branstrator et al. 2013;

Vargas et al. 2019).

En general, los huevos de rotiferos y cladéceros sobreviven a periodos de desecacién y
eclosionan una vez rehidratados, especialmente los huevos de especies que han
evolucionado en ecosistemas someros temporales por estar éstos mdas sujetos a
fluctuaciones del hidroperiodo y a periodos de sequia (Battauz et al. 2014; Walsh et al.
2017). No obstante, los huevos de algunas especies de rotiferos y cladéceros pueden ver
reducida su viabilidad tras periodos de desecacion (Schroeder 2005; Radzikowski 2013). En
efecto, periodos de desecacién mayores de 6 meses han mostrado reducir la viabilidad de
los huevos diapdusicos de varias especies de rotiferos (Chittapun et al. 2005), mientras que
huevos de algunos cladéceros como Bythotrephes longimanus no lograron eclosionar
después de tan solo 6 horas de desecacidn (Branstrator et al. 2013). La capacidad de resistir
a la desecacidn parece estar relacionada con la estructura del mismo huevo. Por ejemplo,
en los cladéceros los huevos resistentes a la desecacién normalmente presentan una yema

homogénea sin vacuolas (Makrushin 1978). Sin embargo, la termoresistencia de los huevos
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de rotiferos y cladéceros y hasta qué punto las altas temperaturas pueden afectar a su
capacidad de eclosion apenas ha sido investigada (Chittapun et al. 2005). Ademas, en
rotiferos, la mayoria de los estudios sobre resistencia a la desecacién y a las altas
temperaturas se han centrado en rotiferos bdeloideos (Ricci & Caprioli 2005) y se ha

prestado mucho menos atencion a los rotiferos monogonontes.

Los objetivos de este capitulo son analizar qué efecto tiene la desecacién sobre el éxito de
eclosion de los huevos de resistencia de claddceros y rotiferos aislados de diferentes tipos
de ecosistemas someros, asi como explorar el efecto que una alta temperatura extrema
pueda tener sobre el efecto de la desecacidn de los huevos. Las hipdtesis de partida son: 1)
La desecacién del sedimento, independientemente de la temperatura ambiental,
disminuird el éxito de eclosion de los huevos de resistencia (Santangelo et al. 2011); 2) Las
altas temperaturas extremas, independientemente de la desecacién del sedimento,
reducirdn también la tasa de eclosidn de las especies (Minkoff et al. 1983; y capitulo 3); 3)
Existird un efecto de interaccidn sinérgica entre la temperatura extrema y la desecacion del
sedimento incrementandose asi el riesgo de pérdida de viabilidad de los huevos de
resistencia para una posterior eclosién ; y, 4) Habra una relacion entre la mayor resistencia
de los huevos a las altas temperaturas y a la desecacion y la presencia de estas condiciones

adversas extremas en sus habitats nativos.

Esta informacién es muy importante ya que debido al cambio climatico se prevé que los
lagos someros en la zona mediterranea serdn particularmente afectados por incrementos
en la temperatura, la salinidad y los periodos de sequia (Jeppesen et al. 2015). Por la tanto,
conocer la tolerancia de los huevos a largos periodos de desecaciéon y elevadas
temperaturas, permite prever de qué manera la comunidad zooplancténica podria ser
afectada en un futuro préximo. Anualmente el periodo de sequia en la regidn mediterranea
generalmente empieza en mayo (Garcia et al. 1997), y suele durar hasta que vuelvan las
lluvias en otono, sin embargo, en los ultimos afios, los periodos de sequia han ido fluctuando

entre afno y ano, tendiendo a prolongar mas el periodo seco. Por esta razén, para este
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estudio, se utilizé un periodo de 4 meses que ejemplifique un periodo normal de desecacidn

de los lagos para la zona del mediterraneo.

Material y Métodos

Ecosistemas de estudio

Este estudio se realizé a partir de las mismas muestras de cores de sedimento utilizadas en
los capitulos 1, 2 y 3 de esta tesis. Sin embargo, para obtener un tamafio de muestra
suficiente, en este estudio se usaron sélo los huevos de las especies mas frecuentes por lo
gue los ecosistemas de estudio en este capitulo se redujeron a cinco: El Taraje, El Trébol,
Fuente de Piedra, Rincon de Parangueo, y Rio Seco. Su localizacion geogréfica y las
caracteristicas ambientales estan detalladas en la Tabla 30-44. Los dos humedales no
salinos (El Taraje y El Trébol), la laguna de alta montana Rio Secoy el lago hipersalino Rincén
de Parangueo son cuerpos de agua permanentes que, hasta ahora, no hay registro de que
se hayan secado. Esto podria hacer que sus comunidades zooplanctdnicas sean
potencialmente mas susceptibles a la desecacion. El lago hipersalino Fuente de Piedra es
temporal y nos permitirda hacer comparaciones en las respuestas de eclosion de las

diferentes especies a la desecacion.

Recoleccion y aislamiento de los huevos diapdusicos

Para la metodologia de aislamiento de los huevos diapausicos de rotiferos y efipios de
claddéceros véase la metodologia general de esta tesis (Figura 12). Para los experimentos se
utilizaron, igual que en el capitulo 3, sélo los huevos diapausicos de rotiferos y claddceros
gue presentaban un aspecto saludable, es decir, aquellos que mostraban su cubierta

externa intacta para poder asumir que eran viables (Garcia-Roger et al. 2005).
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Disefio experimental

Para analizar el efecto de la desecacion de los huevos de resistencia y su posible interaccion
sinérgica con altas temperaturas extremas sobre su éxito de eclosion se disefid un
experimento factorial en el que huevos diapausicos de rotiferos y claddceros se incubaron
en dos combinaciones de humedad (hiumedo vs. seco) y dos combinaciones de temperatura
(15 y 40°C). En total, se incubaron 356 huevos de 7 especies de rotiferos y 104 efipios de 9
especies de claddceros (Tabla 4.1). Se utilizaron estas dos temperaturas para poder
comparar las tasas de eclosion entre una temperatura adecuada para la eclosién (15°C,
véase capitulo 3) y una alta temperatura extrema de los dias calurosos de verano en la
cuenca mediterranea (40°C, Consejeria de Medio Ambiente 2007). Aunque en las noches
de verano la temperatura baja de los 40°C, se mantuvo esta temperatura constante durante

todo el experimento para intensificar su posible efecto sobre el éxito de eclosién.

Todos los huevos fueron lavados 2-3 veces con agua destilada para tratar de uniformizar el
mismo tipo de agua en todos los experimentos de la Tesis, y a continuacion, se repartieron,
de manera individual, en micro placas de poliestireno de 96 pocillos (Fisherbrand™ Petri
Dishes Specialty) al azar entre todos los tratamientos. En total, se usaron ocho placas, dos
para cada tratamiento experimental. El tratamiento “himedo” consistia de 200 pl de agua
destilada a 10 g/L de salinidad. Se optd por usar agua con esta salinidad porque, aunque
esta baja salinidad no evitaria completamente la eclosion de las especies salinas, si evitaria
la eclosion de las especies de agua dulce (Montero-Pau et al. 2011, y capitulo 3 de esta
tesis). Ademds, una mayor salinidad hubiese podido provocar dafios a los huevos de las

especies salinas (ver capitulo 3). Las placas se incubaron durante 4 meses en oscuridad.

Todas las placas se taparon durante todo el proceso de incubacién con papel de aluminioy

se sellaron por todo el contorno con cinta adhesiva, para que no hubiera evaporacion en el

tratamiento “himedo” que pudiera incrementar la concentracién de sal y se mantuvieron
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las condiciones de oscuridad total para evitar la eclosidon de los huevos de resistencia

(Pourriot & Snell 1983; Montero-Pau et al. 2011).

Para poder analizar el efecto de la temperatura de forma independiente y evitar la
pseudoreplicacidn, las 8 placas se colocaron aleatoriamente en 4 cajas oscuras (ya descritas
en el capitulo 3), una placa del tratamiento “seco” y otra del tratamiento “humedo” en cada
caja, y dos cajas en cada temperatura. Se usaron dos modelos de cdmaras de incubacién
Memmert: el modelo ICP 700, para el tratamiento de 15°C y el modelo ICP 600 para el

tratamiento de 40°C.

Después de los cuatro meses, se abrieron todas las placas y todos los huevos se lavaron 2-
3 veces con agua destilada. A continuacién, en cada pocillo, se afiadié 200 pl de agua
destilada a 0.5 g/L de salinidad a los huevos de las especies de agua dulce (aislados de El
Taraje, El Trébol, y Rio Seco); a los huevos de las especies de agua salada (aislados de Fuente
de Piedra y Rincén de Parangueo) se les afiadié 200 pl de agua destilada a 15 g/L de
salinidad. Después, se procedid a un segundo periodo de incubacion de 15 dias en las
mismas cajas pero ahora con luz blanca (345.50 + 20.54 umol s m) con fotoperiodo de
16:8 h luz:oscuridad y se uniformizé todos los tratamientos a una temperatura de 15°C. Se

revisé diariamente el nUmero de eclosiones de las especies durante un periodo de 15 dias.
Andlisis Estadisticos

Andlisis Globales

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa R. 3.3.3 (R fundacién para
analisis estadisticos). Para analizar el efecto de la desecacién previa de los huevos, y su
posible efecto de interaccidn con una temperatura extrema, sobre el éxito y el momento

de la eclosidon se usaron modelos lineales generalizados mixtos ya presentados en el

capitulo 3 (ver paginas 106-109). Para un analisis global, las variables predictoras fueron el

143



grado de humedad (sequedad vs. medio liquido, como variable categdrica) durante la
incubacién y la temperatura (15 y 40°C, como variable continua). Los factores aleatorios
usados fueron: “especie” (especies tanto de cladéceros como rotiferos), “caja” (4 niveles),
“lago” (5 niveles) y “placa” (8 niveles). Si las interacciones entre los dos factores fijos no
eran significativas, éstas se eliminaban del modelo para eliminar su posible efecto sobre el

efecto de los factores principales (Bolker et al. 2008).

Diferencias entre grupo taxondmico y especies

Para analizar las diferencias que el efecto de la desecacion de los huevos y la alta
temperatura extrema pudieran tener sobre los patrones (i.e. tasas y dia) de eclosion de los
huevos entre grupos taxondmicos y especies de rotiferos y claddceros, se hicieron también
modelos lineales generalizados mixtos. Para las diferencias entre grupos taxonémicos
(claddceros y rotiferos) se incluyd el efecto fijo “taxdn” y “caja” en el analisis y se realizaron
solo con los datos obtenidos a 15°C (ver resultados para explicacion). Para este analisis se
considerd “caja” como factor fijo debido a que solo se utilizan los experimentos a
temperatura de 15°C, por lo tanto, el factor caja solo tiene dos niveles, insuficientes para
ser considerada como factor aleatorio. En el caso de las diferencias entre especies, se
consideraron “especie”, “lago”, y “caja” como factores fijos adicionales y “placa” como

factor aleatorio.

Resultados

Para el experimento se utilizaron 460 huevos diapdusicos de siete especies de rotiferos y
nueve de claddceros de los cuales eclosionaron 34 huevos (Tabla 4.1). Los huevos
eclosionados pertenecieron a cuatro especies de rotiferos y dos de cladéceros, cuya tasa de
eclosién global oscild del 2% para M. salina, hasta el 18% para B. quadridentatus A, mientras
gue las demas especies (B. calyciflorus, B. paranguentsis, L. bulla y Daphnia sp.) tuvieron una

tasa de eclosidn global de 12% (Figura 4.1). Diez de las especies examinadas no presentaron
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eclosiéon de los huevos en ninguno de los tratamientos. En general, los dos humedales El
Taraje y El Trébol, fueron los lagos que presentaron el mayor nimero de eclosiones, 16 y

13 respectivamente (Tabla 4.1).
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Figura 4.1. Tasa de eclosion de las especies de rotiferos y cladéceros utilizadas para el
experimento. Las barras de error representan el Error Tipico (ET).
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Tabla 4.1. Especies y numero de huevos diapdusicos de rotiferos y claddceros utilizados

para los andlisis de desecacion.

Ecosistema acuatico

Especie Humedales no salinos Hipersalinos Alta montaia
Rotiferos TAG TRE FP RP RS
Brachionus bidentatus 12 8
B. calyciflorus 40 (5) 39 (5)

B. quadridentatus (A) 36 (7) 36 (6)

B. manjavacas 45

B. paranguensis 33 (4)

Hexarthra fennica 80

Lecane bulla 13 (2) 12 (1)

Claddceros

Alona quadrangularis 6
A. rectangula 5
Ceriodaphnia pulchella 8 6

Chydorus sphaericus 1
Daphnia pulicaria 12
Daphnia sp. 13 (2) 12 (1)

Dunhevedia crassa 4 2

Moina salina 35(1)

Simocephalus exspinosus 2

Total 128 115 160 33 24

Nota: El nimero de individuos eclosionados por lago se muestra entre paréntesis. El significado de

los acronimos se puede encontrar en el apartado de drea de estudio general, paginas 32-44.

Efecto de la desecacion y la temperatura a nivel global

Los analisis estadisticos mostraron que sélo la temperatura afecté significativamente a la

tasa de eclosidn (Tabla 4.2). Independientemente de las condiciones de humedad, el éxito

de eclosién fue practicamente nulo cuando los huevos se incubaron a una temperatura

extrema de 40°C (Figura 4.2). El Unico huevo eclosionado a esta temperatura fue en el

tratamiento “medio liquido” y pertenecia al rotifero B. paranguensis. No se observé un

efecto significativo del grado de humedad durante la incubacidn sobre la tasa de eclosidn
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(Tabla 4.2), ni tampoco de la interaccion entre la temperatura y dicho grado de humedad
de los huevos. Ningun factor aleatorio, salvo “especie”, fue relevante en el analisis (Tabla

4.2)

En relacidn al dia de eclosidn, como no hubo eclosiones en el tratamiento “sequedad” a
40°C, se realizé un analisis global aditivo y no interactivo con la desecacién y la temperatura.
Dicho andlisis no mostré efecto significativo ni de la temperatura (media posterior = 0.03,
Cl =-0.00 a2 0.08, pMCMC = 0.125) ni de la desecacién (media posterior = 0.61, Cl = -1.85 a

2.30, pMCMC = 0.3). El dia de eclosidn oscilé entre el tercer y sexto dia.

Tabla 4.2. Andlisis Global con Modelos Mixtos (MCMCglmm) que evaltan el efecto de la
desecacion y la temperatura sobre la tasa de eclosion de los huevos diapausicos.

Tasa de eclosion - Global DIC=177.4
Media Minima  Madxima pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto -0.74 -4.36 2.16 0.586
Temperatura -0.16 -0.26 -0.07 < 0.003**
Grado de humedad (sequedad) -0.16 -3.37 2.76 0.806
ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 1.39 0.00 4.86 1.4
Especie 1.58 0.00 4.46 -6
Caja 0.54 0.00 2.15 -2.4
Placa 0.52 0.00 2.09 -2.6

Nota: Los valores estadisticamente significativos (efectos principales) se indican en negrita.
Cl = intervalos de confianza; pMCMC = dos veces la probabilidad posterior de que la estima
sea positiva o negativa, utilizando la menor de ellas. ADIC = DIC del modelo completo menos
DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio.
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Figura 4.2. Tasa de eclosion de huevos diapausicos a 15°C tras las pre-incubaciones a dos
temperaturas (15 y 40°C) y dos combinaciones de humedad (medio liquido y desecacién).
Las barras de error representan el Error Tipico (ET).

Efecto de la desecacion por taxon y especie en las tasas de eclosion

Dado que el efecto aleatorio “especie” fue significativo para el modelo, también se analizé
el efecto de la desecacidn utilizando distintas combinaciones de taxones/especies, y ya que
los resultados previos indican la fuerte inhibicion de la eclosién a 40°C, para analizar el
efecto del grado de humedad sin esa fuerte interferencia de la temperatura, los analisis se
realizaron Unicamente con los datos de latemperatura de 15°C. Dicho valor es
representativo de la temperatura que puede encontrarse en la region mediterrdnea cuando
muchos sistemas acudticos se vuelven a llenar tras un periodo de desecacién. A dicha
temperatura, de las seis especies eclosionadas, tres (B. calyciflorus, B. quadridentatus Ay
Daphnia sp.) eclosionaron en ambos tratamientos, en seco y en medio liquido, mientras que

los huevos de L. bulla y B. paranguensis solo eclosionaron tras una incubacion en el medio
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liquido. Por el contrario, la especie de claddcero M. salina solo eclosiond si se sometia al

tratamiento en medio seco (aunque solo se observé una eclosién) (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Tasa de eclosién a 15°C de las seis especies de rotiferos y cladéceros que
eclosionaron en desecacién y medio liquido en una incubacién de 15°C. Las barras de error
representan el Error Tipico (ET).

Los analisis realizados sobre las posibles diferencias de eclosion entre las especies de
rotiferos y claddceros (factor “taxén”) a 15°C, mostraron efectos significativos del factor
“taxén”, y de la interacciéon entre “grado de humedad” y “taxdn” (Tabla 4.3). En general, los
rotiferos presentaron una mayor tasa de eclosidn respecto a los cladéceros, y los resultados
evidencian que el tratamiento seco tiende a inhibir la eclosiéon en rotiferos, pero no en

claddéceros (Tabla 4.3, Figura 4.4).
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Tabla 4.3. Analisis por Taxén con Modelos Mixtos (MCMCglmm) que evaluan el efecto de la
desecacion y el grupo taxondmico sobre la tasa de eclosidon de los huevos diapdusico a 15°C.

Tasa de eclosiéon — Taxén a 15°C DIC=144.6
Media Minima Maxima pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto -3.71 -6.77 -0.38 0.016 *
Grado de humedad (sequedad) 2.09 -1.45 5.83 0.215
Caja (B) 0.00 -1.08 0.84 1.00
Taxén (Rotiferos) 2.77 0.07 5.99 0.037 *
Grado de humedad (sequedad) x -3.13 -6.77 -0.23 0.043 *

Taxén (Rotifero)

ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 0.58 0.00 2.23 -0.03
Especie 0.44 0.00 1.64 -0.3
Placa 0.87 0.00 3.32 -1.2

Nota: Los valores estadisticamente significativos (efectos principales) se indican en negrita.
Cl = intervalos de confianza; pMCMC = dos veces la probabilidad posterior de que la estima
sea positiva o negativa, utilizando la menor de ellas. ADIC = DIC del modelo completo menos
DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio.
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Figura 4.4. Tasa de eclosion de los huevos entre los dos taxones estudiados (rotiferos y
claddéceros) para la desecacién y el medio liquido en una incubacién de 15°C. Las barras de
error representan el Error Tipico (ET).
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La comparacion de la tasa de eclosidon entre las dos Unicas especies de rotiferos (B.

calyciflorus y B. quadridentatus A) que eclosionaron en ambos tratamientos del grado de

humedad a 15°C, mostré que el “grado de humedad” y la interacciéon del “grado de

humedad” con la “especie” fueron significativas (Tabla 4.4). La Figura 4.5, muestra que la

desecacion tiende a inhibir la eclosion de B. calyciflorus, pero no de B. quadrangularis. Con

respecto al dia de eclosion, los resultados del andlisis muestran significancia con respecto

al grado humedad (Tabla 4.4), y en la Figura 4.5 se puede observar que la desecacion

aumenta el dia de eclosidon de ambas especies, B. quadrangularis y B. calyciflorus, en

comparacion con el tratamiento en medio liquido.

Tabla 4.4. Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto del grado de humedad (desecacién
y medio liquido), en dos especies de rotiferos (B. calyciflorus y B. quadridentatus A) en la

tasa y dia de eclosién de los huevos diapausicos a 15°C.

Tasa de eclosion — AIC=98.9

Dia de eclosion — AlC=84.2

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 1.36 1 0.536 12.86 1 0.0003 ***
Lago 0.09 1 0.755 1.30 1 0.253
Caja 0.02 1 0.866 0.14 1 0.704
Grado de humedad 0.83 1 0.368 6.03 1 0.014 *
Especie 0.44 1 0.504 0.79 1 0.371
Grado de humedad x Especie 4.48 1 0.034 * - - -

Nota: El mejor modelo obtenido para la tasa de eclosidon fue con el AIC (98.9) y para el dia de
eclosion con el AIC (84.2). Los resultados se muestran mediante la funcién ANOVA del paquete
“car” de R (Fox & Weisberg 2011). Los valores de significancia (P < 0.05) se reportan en negritas.
Chisq (Chi- cuadrada); Df (grados de libertad).
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Figura 4.5. Comparacién de la tasa y dia de eclosién de dos especies de rotiferos
dulceacuicolas en la desecacién y medio liquido en una incubacion a 15°C. Las barras de
error representan el Error Tipico (ET).

Discusion

En este capitulo se ha explorado por primera vez el efecto combinado de las altas
temperaturas y la desecacién del sedimento sobre la viabilidad del banco de huevos de
resistencia del zooplancton. Estas dos condiciones ambientales adversas extremas ocurren
cada vez con mayor frecuencia en los ecosistemas someros temporales de regiones aridas
(Jeppesen et al. 2015). Otros estudios (Vargas et al. 2019) han analizado también,
recientemente, soélo el efecto de la desecacion del sedimento sobre la viabilidad y los
patrones de eclosién del banco de huevos del zooplancton. En este capitulo, con huevos
aislados, se evalué de forma independiente el efecto de la desecacion directamente sobre
los huevos y teniendo en cuenta el lugar de procedencia, asi como las variaciones que
pudieran observarse dentro de las diferentes especies. Ademas, también se aborda la

interaccion de la desecacién con dos temperaturas diferentes de incubacién para poder
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observar posibles variaciones en la respuesta de la tasa de eclosién sobre las especies de

rotiferos y claddceros.

En este trabajo no eclosionaron huevos de todas las especies estudiadas. En efecto, de las
dieciséis especies consideradas sélo eclosionaron seis de ellas. Estos resultados son
conformes con otros estudios previos que han estudiado la viabilidad de huevos diapausicos
de rotiferos después de periodos de desecacién donde tampoco eclosionaron huevos de
todas las especies (Chittapun et al. (2005), sugiriendo que los huevos diapausicos del
zooplancton presentan una viabilidad limitada tras un periodo en desecacién y que la
respuesta, ademas, es probablemente especifica para cada especie. Sin embargo, nuestros
resultados contrastan con las observaciones reportadas por Lubzens et al. (1980) quienes
obtuvieron una tasa de eclosion del 100% de los huevos de resistencia pertenecientes a las
especies del complejo B. plicatilis después de estar sometidos a desecacion durante un
periodo de seis meses. Probablemente la ausencia de eclosién de algunas especies en
nuestro trabajo podria deberse al hecho de que en el experimento se utilizaron las mismas
condiciones de eclosién para todas las especies y, por lo tanto, una parte de los huevos
podrian no haber recibido los estimulos adecuados para romper la dormancia (Vargas et al.
2019). En particular, ninglin huevo de resistencia aislado del sedimento colectado en la
laguna de alta montafia de Sierra Nevada eclosiond, mostrando evidencias de que, tanto la
desecacion como el pequefio aumento de conductividad del agua en este tipo de lagunas
afectaran negativamente a la resiliencia de sus poblaciones zooplanctdnicas. Esto puede
deberse al hecho de que la laguna Rio Seco nunca ha llegado a secarse y, por lo tanto, los
huevos seran muy sensibles a la falta de humedad. Ademas, la hidratacion de los huevos
con medio salino, incluso en la baja salinidad empleada en este estudio de 10 g/L, podria
haber sido deletéreo para estas especies ya que los bancos de huevos de estas poblaciones
han mostrado ser muy sensibles al aumento de salinidad del agua con las menores tasas de
eclosién de huevos diapausicos (véase capitulo 3). Estos resultados sugieren que las

especies de las lagunas de Sierra Nevada se veran muy afectadas si las temperaturas siguen
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incrementandose, tanto por los aumentos de salinidad debidos al incremento de la

evaporaciéon como por la eventual desecacién de las lagunas.

Algunos estudios han mostrado que los huevos de resistencia del zooplancton tienen la
capacidad de resistir periodos de desecacidon (Walsh et al. (2017); Vargas et al. (2019)).
Vargas et al. (2019) mostraron que hay mas abundancia de eclosiones cuando los
sedimentos se exponen a un periodo largo de desecacién (8 meses) en comparacién con
uno corto (2 meses). No obstante, fue bajo este periodo corto de desecacién cuando ellos
registraron mas riqueza de especies. Ademds, Van Damme & Dumont (2010) afirma que la
desecacion favorece la ruptura del periodo de dormancia de los huevos de resistencia. En
cambio, otros estudios sugieren que los periodos de sequia reducen la tasa de eclosién de
los huevos de resistencia (Chittapun et al. (2005); Radzikowski (2013); Santangelo et al.
(2011)). En el presente trabajo, los resultados sugieren que hay especies de lagunas
someras que son muy sensibles a la desecacion temporal de sus habitats que no podrian
volver a colonizar la columna de agua a partir de la eclosion desde el banco de huevos del
sedimento después del llenado de las lagunas. Por ejemplo, las dos especies de rotiferos B.
paranguensis y L. bulla, se vieron seriamente afectadas por la desecacion de sus huevos de
resistencia. En el caso particular de L. bulla, este resultado podria deberse al hecho de que
las dos humedades de donde los huevos de esta especie fueron aislados, El Taraje y El
Trébol, nunca han llegado a secarse hasta ahora y, por lo tanto, los huevos diapausicos de
esta especie no estan adaptados a periodos de desecacidn del sedimento. Con respecto a
B. paranguensis, esta especie fue aislada del lago volcanico Rincén de Parangueo, el cual,
durante repetidas visitas realizadas en verano y en afios diferentes para realizar el presente
estudio, nunca se observé totalmente desecado, si bien, el nivel del agua si oscilé. No
obstante, en este lago si se han registrado periodos de sequia como el reportado por
Armienta et al. (2008) para el aifio 2003 cuando el lago se secé completamente antes del
periodo de lluvias. Por lo tanto, podriamos asumir que los periodos de sequia en Rincon de
Parangueo no son estacionales, sino ocasionales. Ademas, los sedimentos de este lago

podrian tener una alta capacidad de retencién de la humedad, por lo que los huevos nunca
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se quedarian totalmente secos hasta en los periodos de sequia. Por consiguiente, es muy
probable que la viabilidad de los huevos de B. paranguensis, al igual que los de L. bulla, esté
afectada por periodos de sequedad. Los resultados obtenidos sugieren que las poblaciones
del zooplancton de los humedales no salinos de Charca de Sudrez son vulnerables a los
posibles efectos de la desecacién que, como consecuencia del aumento de temperatura por
el actual cambio climatico, pudieran producirse ya que algunas especies, como el rotifero L.
bulla, podrian dejar de eclosionar desde el banco de huevos del sedimento, y otras, como
B. calyciflorus, disminuirian su tasa de eclosion. En consecuencia, podria disminuir la riqueza

de especies y la resiliencia de estos ecosistemas.

Por otro lado, Vargas et al. (2019) demostraron que los huevos diapdusicos de algunas
especies de zooplancton, tales como el rotifero Synchaeta sp. y el cladécero Moina
reticulata, son mas propensos a eclosionar después de un periodo de sequia y la siguiente
rehidratacion. Ademas, Van Damme & Dumont (2010) y Ning & Nielsen (2011) afirman que
algunas especies necesitan un periodo de desecacion para romper la dormancia de los
huevos. En nuestro estudio, esta hipdtesis podria explicar los resultados obtenidos para la
especie del claddocero M. salina, aislada de la laguna Fuente de Piedra, que no presentd
ninguna eclosién en el tratamiento hiumedo y necesitd del periodo de desecacion para
poder eclosionar. Este humedal hipersalino es un sistema acuatico temporal estacional que
siempre llega a secarse en verano, Esta especie, por lo tanto, parece estar adaptada a la
variabilidad temporal del habitat de donde fue aislada y, en consecuencia, la presencia de
largos periodos de sequia que podrian presentarse en un futuro debido a los aumentos de
temperatura y evaporacion del agua, no afectarian significativamente a esta especie. No
obstante, hay que precisar que, de los 35 huevos de M. salina utilizados, solo 1 eclosioné.
Para el resto de las especies que eclosionaron, las tasas de eclosién fueron también bajas,
lo cual puede atribuirse a una estrategia de apuesta diversificada (bet-hedging) (Simovich
& Hathaway 1997; Brendonck et al. 1998; Brendonck & de Meester 2003) adoptada por

muchas especies de zooplancton para aumentar las probabilidades de supervivencia frente
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a laimpredecibilidad ambiental (Garcia-Roger et al. 2014), de manera que la eclosidn de los

huevos esta extendida durante multiples periodos de tiempo mas o menos largos.

Los resultados obtenidos para las dos especies del rotifero, B. quadridentatus A y B.
calyciflorus, que habitan las mismas lagunas de la Charca de Sudrez, mostraron diferencias
en la respuesta de eclosion a la desecacidn, en efecto la tasa de eclosidn de B. calyciflorus
fue mas baja respecto a la de B. quadridentatus A, sugiriendo una ventaja de esta ultima

sobre B. calyciflorus ante una posible desecacién de las lagunas.

Con respecto al efecto de la temperatura, poco se sabe sobre el efecto que ésta tiene
durante el periodo de dormancia de los huevos de zooplancton. En este estudio, los
resultados del efecto de la temperatura mostraron que, independientemente del grado de
humedad al que se incubaron los huevos de resistencia, el aumento de la temperatura tuvo
el mismo efecto negativo tanto sobre la duracién de la dormancia como sobre la tasa de
eclosion de los huevos, asi como también habia sido demostrado para B. plicatilis s.s. por
Minkoff et al. (1983) y en el capitulo 3 para la mayoria de las especies estudiadas. B.
paranguensis fue la Unica especie que eclosiond a una temperatura de 40°C en medio
liguido. Previamente, Radzikowski (2013) mostraron que, si bien hay especies de copépodos
que eclosionan a 35°C (Brewer 1964), ligeros incrementos de temperatura probablemente
destruyen todos los huevos. En el caso de B. paranguensis, este capitulo muestra que a una
temperatura superior (40°C) y durante mas tiempo de exposicion, los huevos pueden
permanecer viables. Este rotifero seguramente estd adaptado a vivir en un ambiente con
condiciones extremas, tanto de salinidad como de temperatura, que suele llegar a 30°C
durante muchos meses al aifio (Armienta et al. 2008). La eleccion de la temperatura de 40°C
en este capitulo se justifica en que, durante el verano, es posible encontrar este tipo de
temperaturas en ecosistemas mediterrdneos. No obstante, dicha temperatura
gue pretende simular el clima en los dias calurosos de verano en la regién mediterranea, no
son facilmente extrapolables a las condiciones naturales, ya que durante las noches las

temperaturas descienden en dicha regiéon a 15-20°C. Por lo tanto, futuros experimentos
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deberian utilizar rangos de temperatura diferentes para el dia/noche y asi poder extrapolar
de forma adecuada los resultados a condiciones naturales de elevadas temperaturas

estivales.

Algunos estudios se han focalizado en demostrar, sobre todo, los limites de resistencia de
los huevos durante periodos cortos de exposicidon a temperaturas extremas. Por ejemplo,
Balompapueng et al. (1997) analizaron la resistencia a bajas temperaturas de huevos del
género Brachionus, demostrando que aun tienen la capacidad de eclosién a -80°C durante
un periodo de incubacién de 24 horas. Lubzens et al. (1980), también observaron eclosiones
de huevos pertenecientes al género Brachionus después de un periodo de incubacion de
tres meses a -14°C. Un estudio conducido con el cladécero Daphnia pulex, mostrd que esta
especie mantiene la viabilidad para eclosionar después de una exposicion corta (30
minutos) a condiciones de - 84°C y 90°C (Turowska 2012). En estas mismas temperaturas,
pero por un periodo de incubacion de 3 horas, Radzikowski (2013) observod la eclosion de
huevos del claddcero D. longispina. Ninguno de estos estudios, han evaluado periodos de
incubacion similares a los de posibles condiciones naturales como los que se han evaluado
en el presente disefio experimental. Este es, por tanto, el primer estudio en comparar las
diferencias en la tasa de eclosion en dos temperaturas de incubacion y mostrar las primeras
evidencias del efecto negativo que tiene el aumento de temperatura por largos periodos de

tiempo.
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CAPITULO V

Variacion inter e intraespecifica en rasgos de
historia de vital de rotiferos y cladécueros
eclosionados a partir de huevos de resistencia:

efecto de la temperatura y salinidad



Introduccion

Como consecuencia del cambio global, el incremento de la temperatura y de la salinidad,
podria afectar la estructura y el funcionamiento de los lagos someros (Jeppesen et al.
2007a). Como ya se ha mencionado anteriormente en el capitulo 2, la temperatura y la
salinidad representan dos de los factores ecoldgicos mas importantes que determinan la
ecologia de las especies de zooplancton, y en consecuencia, la estructura de las
comunidades zooplanctdénicas en los lagos (Miracle & Sierra 1989; Gémez et al. 1997;
Fielder et al. 2000). En efecto, las fluctuaciones de estos dos factores podrian afectar

profundamente la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion del zooplancton.

Se ha demostrado que el incremento de la temperatura provoca una aceleracion del
metabolismo en los rotiferos y los claddceros (Miracle & Sierra 1989; Hall & Burns 2002;
Brucet et al. 2009). Esa aceleracion induce un aumento del consumo de alimentos v,
consecuentemente, una aceleracion del crecimiento y de la reproduccién. Esto conlleva a
un compromiso (trade-off) ecoldgico entre rasgos del ciclo vital de los organismos entre,
por ejemplo, la asignacidn de recursos a la reproduccién o a la inversidon en supervivencia
de los adultos. Asi, una mayor inversién de energia en la produccién temprana de huevos,
soportara una longevidad menor de los individuos (Snell & King 1977). Ademas, el aumento
de las temperaturas puede afectar indirectamente a las comunidades mediante un
aumento del proceso de evaporacién, con un consecuente incremento de la salinidad del

agua (Williams 2001; Brucet et al. 2010).

Es sabido que la salinidad puede llevar a importantes cambios en la composicién de las
comunidades mediante una reduccidén de la diversidad (Boix et al. 2008), causando la
desaparicion de aquellas especies que presentan baja tolerancia hacia las altas salinidades.
Claddceros y rotiferos han demostrado presentar un elevado grado de sensibilidad a
fluctuaciones de salinidad (Dodson & Frey 2001), no obstante, la tolerancia del zooplancton

a la salinidad varia mucho entre especies. En efecto, con respecto a los claddceros, se ha
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demostrado que, en presencia de un gradiente de salinidad, ocurriria un desplazamiento de
especies, desde especies de mayor tamafio como Daphnia en bajas salinidades, a especies
mas pequefias como Bosmina and Chydorus en altas salinidades (Jeppesen et al. 2007b;
Brucet et al. 2009; Jensen et al. 2010). También entre rotiferos se han observado diferentes
respuestas a cambios de salinidad, con especies halobiontes como Brachionus plicatilis s.s.,
B. manjavacas, B. ibericus, Hexarthra fennica, H. oxyuris que presentan alta tolerancia a
diferentes salinidades, o Keratella cochlearis que, contrariamente, desaparece frente a un
incremento de la salinidad del agua (Kipriyanova et al. 2007). Una gran variacion en la
tolerancia hacia este factor también se puede observar entre especies cercanas, como es el
caso de los miembros del complejo Brachionus plicatilis, cuyas preferencias de salinidad
varian desde 5 g/L hasta 30 g/L (Yin & Zhao 2008; Alcantara-Rodriguez et al. 2012;

Papakostas et al. 2013; Guerrero-liménez et al. 2019).

En este sentido, los experimentos de laboratorio con el desarrollo de tablas de vida son una
herramienta fundamental para analizar la respuesta diferencial entre especies de
zooplancton a factores ecoldgicos ya que permiten obtener informaciéon sobre las
diferentes estrategias vitales que desarrollan las especies diferentes mediante
observaciones del crecimiento, reproduccién y longevidad de los organismos (Krebs 1985).
Estas informaciones ayudaran a predecir las respuestas de las especies de rotiferos y
claddéceros al cambio global, y determinar asi la afectacion de los cambios ambientales en
la estructura y funcién de las comunidades. Actualmente, los estudios de tablas de vida con
especies de zooplancton se han centrado en analizar los efectos de la temperatura y la
salinidad sélo sobre algunas especies en particular. Por ejemplo, Bosque et al. (2000) y
Anitha et al. (2015) estudiaron los efectos combinados de la temperatura, la salinidad y la
cantidad de alimento sobre la historia vital de los rotiferos Synchaeta littoralis y Brachionus
angularis, respectivamente. Otros estudios han sido conducidos sobre el efecto, por
separado, de la temperatura y la salinidad en la historia de vida de varias especies de
rotiferos y claddceros. Entre ellos, Galkovskaya (1983) estudié el efecto que tiene la

temperatura en las especies dulceacuicolas, mientras que Yin & Zhao (2008) analizaron el
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efecto de la misma sobre las especies salinas. Ademas, varios estudios han investigado el
efecto que tiene la salinidad en especies de rotiferos halobiontes, como las pertenecientes
al complejo B. plicatilis (Miracle & Serra 1989, Gabalddn et al. 2015, Guerrero-Jiménez et
al. 2019). Sin embargo, todos estos estudios han sido llevados a cabo sobre organismos
procedentes de huevos partenogenéticos subitaneos (i.e., eclosionados al poco tiempo de
haberse producido) experimentando, generalmente, las mismas condiciones de salinidad y
temperatura que sus madres. Los organismos que proceden de la eclosién de huevos
diapdusicos, en cambio, pueden presentar rasgos vitales diferentes a los de descendientes
de huevos partenogenéticos que podran estar, o no, relacionados con las condiciones
ambientales especificas en las que han eclosionado y a las que tienen que enfrentarse para
una exitosa colonizacion del habitat. Ademas, no hay estudios que hayan considerado las
posibles variaciones de las respuestas a diferentes salinidades y temperaturas entre
morfotipos de una misma especie. Analizar estas diferencias podria de hecho ayudar a
identificar la presencia de especies cripticas (Lowe et al. 2007; Montero-Pau et al. 2011), o
de posibles adaptaciones de una especie a sobrevivir a condiciones ambientales

cambiantes.

El objetivo de este capitulo fue analizar, mediante tablas de vida, el efecto combinado de la
temperatura y la salinidad sobre rasgos ecoldgicamente relevantes del ciclo vital de
organismos, rotiferos y cladéceros eclosionados desde huevos diapausicos, procedentes de
diferentes tipos de habitats tanto dulceacuicolas como salinos. Se analizé el efecto conjunto
de estos factores tanto a nivel global como a nivel especie-especifico. Ademas, en el
presente trabajo, se analizaron las variaciones intraespecificas de los rasgos de historia de

vida entre morfotipos de los rotiferos Brachionus quadridentatusy Lecane bulla.

Las hipdtesis planteadas en este estudio son: (1) que el hecho de eclosionar bajo unas
determinadas condiciones de salinidad y temperatura no garantiza un crecimiento positivo
de las poblaciones; (2) que las especies de lagunas hipersalinas presentardn un mayor rango

de tolerancia a la salinidad; y (3) que las respuestas intraespecificas de historia de vida ante

161



la salinidad y temperatura pueden variar segun las caracteristicas del sistema acuatico,

sugiriendo posibles adaptaciones.

Metodologia

Para analizar la variabilidad interespecifica e intraespecifica entre las poblaciones en los
parametros de historia de vida de organismos eclosionados desde el banco de huevos
diapdausicos de rotiferos y claddceros, se aislaron propagulos diapausicos de los sedimentos
del mismo modo que se ha descrito en el capitulo 3 de esta tesis. Dichos propagulos se
incubaron para su eclosidn en los ocho tratamientos combinados de temperatura (15 y 30
°C) y salinidad (0.5, 5, 15 y 35 g/L) siguiendo la misma metodologia que en el capitulo 3. De
las lagunas estudiadas en esta Tesis, se seleccionaron tres de las lagunas dulceacuicolas

(Aneas, El Taraje, y el Trébol) y una de las hipersalinas (Fuente de Piedra).

En total se estudiaron 5 especies de rotiferos: Brachionus manjavacas, B. calyciflorus, B.
quadridentatus (con dos morfotipos Ay C), Lecane bulla y Hexarthra fennica, y dos especies
de cladéceros: Daphnia pulicaria y Moina salina. En la sistematica y taxonomia se han
utilizado las claves de Koste (1978) para los rotiferos y de Alonso (1996) para claddceros,

usando un microscopio invertido Leitz Fluovent Fu.

Cultivos de algas

Se cultivaron dos especies de microalgas para la alimentacion de los organismos, una de
agua salina, Tetraselmis suecica (91.2; um3; 11.4 um x 8 um x 1 um; N=20), cedida por la
Universidad de Valencia, y otra de agua dulce, Scenedesmus sp. (IdA Sce/RS; 31.36 um3;
7.87 um x 4 um x 1 um; N=20) se obtuvo de la colecciéon de cultivos del Instituto
Universitario del Agua de la Universidad de Granada. Las dos especies fueron cultivadas
individualmente en Bold’s Basal Medium (BBM; B5282 Sigma-Aldrich) en una habitacién

aislada a 17.0 £ 0.5°C, con aireacion constante y una radiacién fotosintéticamente activa de
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~ 90 HE m-2 s-1 con un ciclo luz: oscuridad de 14:10 h. Para T. suecica se agrego sal de mar
comercial de la marca Aquavitro al medio BBM a una concentracion final de 12 g/L. Se
selecciond esta salinidad porque es el rango de valores dptimos de salinidad para el cultivo
de especies de rotiferos y claddceros provenientes de ecosistemas salinos (Hirayama &
Ogawa (1972). Los dos cultivos algales se mantuvieron siempre en fase exponencial para
garantizar una calidad nutricional constante para los organismos. Para ello, cada 7 dias se
cosechaba el 25% del volumen de cada cultivo estanco y se reemplazaba con medio fresco.
Aunque los cultivos de algas no fueran axénicos, también cada 7 dias, se verificaba que no
estuvieran contaminados los cultivos por protozoos ni hongos y se usaron técnicas estériles

durante todo el desarrollo de los experimentos.

En estas condiciones de cultivo, el contenido en carbono de una célula de Tetraselmis y
Scenedesmus fue de 57.41 + 4.7 pgy 11.04 + 0.3 pg, respectivamente (N=20). El contenido
en carbono se estimé segun la expresién C (pg C cel?) = 0.216 - V°°3° de Menden-Deuer &
Lessard (2000) donde V es el biovolumen celular (um?3) calculado aproximando la forma de
las células algales a un elipsoide. La densidad de células se estimd mediante una cdmara de

Neubauer o hemocitometro.

Experimento de historia de vida (disefio factorial 2 x 4)

Las tablas de vida se empezaron con neonatos de menos de 12 horas eclosionados desde
los huevos diapausicos en las diferentes combinaciones de temperatura y salinidad. Los
neonatos, se colocaron individualmente y de forma aleatoria en pocillos de placas de 24
pocillos de poliestireno, se les agregd 2 ml del mismo medio salino en el que eclosionaron
y se mantuvieron también a la misma temperatura en la que eclosionaron. Para cada
temperatura, se usaron tres cajas de madera opacas, y en cada caja habia cuatro placas de
24 pocillos. Las cajas se mantuvieron con un fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad y con una
intensidad de luz blanca de 345.50 + 20.54 umol s m=. Los organismos se alimentaron cada

24h con una dieta mixta de Tetraselmis suecica y Scenedesmus sp. La concentracion total
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de alimento proporcionado a los organismos fue de 5 mgC/L en una proporcion 1:1 (2.5:2.5
mgC/L) de ambas especies algales. De esta forma conseguiamos una misma cantidad de
alimento para las especies hipersalinas y las dulceacuicolas. Esta cantidad de alimento no
es limitante ni para los rotiferos ni para los cladéceros (Monakov 2003). Observaciones
preliminares no mostraron ningun efecto de los niveles experimentales de salinidad

empleados en este estudio sobre la integridad de las células de Scenedesmus.

Todos los organismos usados para el experimento fueron monitoreados cada 12-24 horas
desde su nacimiento hasta su muerte, y diariamente se cambiaron los organismos a medio
fresco y se alimentaron con el mix de algas para garantizar la concentracién constante de
alimento. En caso de observar neonatos, estos se eliminaron. Debido a que las primeras
réplicas monitoreadas cada 24 horas a 30°C con las especies del género Brachionus
mostraron confusién entre los neonatos producidos por la madre y la propia madre, se
descartaron esos resultados, y por tanto, se realizaron otros en donde los organismos

fueron monitoreados cada 12 horas para garantizar el seguimiento del mismo individuo.

Para el andlisis de los resultados se midieron dos variables: el nimero de neonatos
producidos por individuo, y la longevidad por individuo. Para evaluar la longevidad vy la
fertilidad de cada individuo, se contaron los dias en los que los individuos permanecieron

vivos y el nimero de neonatos producidos por cada organismo, respectivamente.

La tasa intrinseca de crecimiento poblacional no fue calculada resolviendo la ecuacion de
Euler iterativamente, ya que, en algunos tratamientos, y en muchas réplicas, los individuos
no dejaron ningln descendiente, lo que impide estimar dicha tasa de forma adecuada. En
cualquier caso, los analisis para la longevidad y la produccién de neonatos serian suficientes
para conocer el posible impacto de la salinidad y la temperatura sobre la estrategia vital de

estos orga nismos.
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Andlisis estadisticos generales

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa R. 3.3.3 (R fundacion para
analisis estadisticos). La metodologia usada con los modelos generalizados lineales mixtos
(MCMCglmm) para analizar la produccién de neonatos por individuo y la longevidad de los
organismos en funcién de la temperatura y la salinidad, fue similar a la de los capitulos 3 y
4 (ver paginas 106-109). Sin embargo, para este capitulo, para las dos variables utilizadas se
asumié una distribucién Poisson. Las variables predictoras fueron: concentracidon de
salinidad (variable continua) y temperatura (variable categdrica). Los factores aleatorios
usados fueron especie (especies de claddceros y rotiferos), caja (cdmara opaca donde se
incubaron las placas), y Lago (lugar de procedencia del organismo). Los valores de

significancia se calcularon de igual forma que en el método usado para los capitulos 3y 4.

Andlisis estadisticos por grupo taxondmico y tipo de ecosistema acudtico

Para analizar la respuesta de la salinidad y temperatura en las especies de rotiferos
dulceacuicolas, se utilizaron los modelos generalizados mixtos (MCMCglmm) al igual que en
el analisis general. Las variables predictoras fueron: concentracién de salinidad (variable
continua) y temperatura (variable categérica). Los factores aleatorios usados fueron especie
(especies de rotiferos), caja (6 niveles), y Lago (11 niveles). Los valores de significancia se
calcularon de igual forma que en el método usado para los andlisis generales. En el caso de
los rotiferos y cladéceros hipersalinos, se utilizaron modelos lineales mixtos frecuentistas
independientes para cladéceros y rotiferos (glmer) y, ademads, se realizaron y trataron
modelos lineales y cuadraticos del mismo modo que en el capitulo 3 (ver paginas 106-109).
Los factores aleatorios usados para este modelo fueron “Especie” y “Caja” para rotiferos y
“Caja” para claddceros, debido a que solo se contd con una especie; la influencia de los
efectos aleatorios se evalué usando la prueba de razén de probabilidad (LRT) (Pinheiro &
Bates 2000). Debido a la interaccién significativa entre temperatura y salinidad para los

rotiferos hipersalinos, también se realizaron andlisis post hoc para evaluar los efectos
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principales de la interaccién en la longevidad y la produccién de neonatos por individuo del
mismo modo que en el capitulo 3. Para los cladéceros dulceacuicolas no se incluyé ningln
analisis estadistico debido a que los resultados estaban representados sélo por cuatro
organismos de una especie que eclosiond en un solo tratamiento (salinidad de 0.5 g/L y

temperatura 15°C).

Andlisis estadisticos de las variaciones intraespecificas

Para evaluar las variaciones intraespecificas se usaron dos especies de rotiferos
dulceacuicolas, B. quadrientatus A y L. bulla, debido a que estas dos especies fueron las
Unicas que se encontraron en, al menos, dos lagunas (ver Tabla 5.1). Para cada especie, se
realizaron analisis por separado. Se utilizaron modelos lineales mixtos (glmer) para evaluar
el efecto de la salinidad y la temperatura sobre los organismos provenientes de diferentes
poblaciones, utilizando “Poblacion”, “Salinidad”, y “Temperatura” como factor fijo.
También se realizaron analisis post hoc para el contraste de pares en los efectos principales
y medir el efecto principal de algunas interacciones (poblacién x temperatura,
temperatura x salinidad) en la longevidad y la produccién de neonatos por individuo. Estos

analisis se realizaron de forma similar a los realizados en el capitulo 3.

Resultados

Efecto global de la salinidad y la temperatura

Para medir los efectos de la salinidad y temperatura sobre los rasgos de historia de vida, se

usaron 348 rotiferos y 34 cladéceros (Tabla 5.1).

166



Tabla 5.1. Valores del nimero de neonatos por individuo y longevidad de cada individuo
calculados para el analisis de las tablas de vida realizadas con los neonatos eclosionados de
los bancos de huevos de los cuatro cuerpos de agua estudiados.

Especie #de Tratamiento Cuerpo #deneonatos Longevidad
muestra deagua  porindividuo

Rotiferos
Brachionus calyciflorus 6 15°C-0.5 g/L salinidad TRE 1 6.3+1.7
B. manjavacas 10 15 °C—0.5 g/L salinidad FP 43+3.3 99+1.9
B. manjavacas 5 15 °C -5 g/L salinidad FP 8.2+10.3 9.8+6.6
B. manjavacas 6 15 °C— 15 g/L salinidad FP 11.3+4.3 11.8+3
B. manjavacas 10 15 °C — 35 g/L salinidad FP 20.7 + 6.8 18.7+4.5
B. manjavacas 10 30°C-0.5g/Lsalinidad FP 0.7+1.3 33+15
B. manjavacas 7 30°C-5 g/L salinidad FP 0.5+0.5 3.4+0.9
B. manjavacas 7 30 °C-15 g/L salinidad FP 3+1.7 5.7+1.7
B. manjavacas 10 30 °C - 35 g/L salinidad FP 18.2+4.1 13.2+24
B. quadridentatus A 9 15 °C—0.5 g/L salinidad TAJ 10+4.3 11+5.1
B. quadridentatus A 10 15 °C -5 g/L salinidad TAJ 1.1+1.4 7.3+4.6
B. quadridentatus A 10 30°C-0.5g/L salinidad TAJ 16.7+4.9 7.8+2.6
B. quadridentatus A 10 30°C-5 g/L salinidad TAJ 0.2+0.6 2.9+0.8
B. quadridentatus A 9 15°C-0.5 g/L salinidad TRE 6.2+3.3 11.2+2.9
B. quadridentatus A 7 15 °C -5 g/L salinidad TRE 45+1.6 7.7+0.7
B. quadridentatus A 10 30°C-0.5 g/Lsalinidad TRE 19.7+3.6 9.9+1.9
B. quadridentatus A 3 30 °C-5 g/L salinidad TRE 0 3.3+1.15
B. quadridentatus A 9 15°C-0.5 g/L salinidad ANS 13.1+8.03 11.4+2.2
B. quadridentatus A 10 15 °C -5 g/L salinidad ANS 0.1+0.31 1.6 +1.07
B. quadridentatus A 7 30°C-0.5g/Lsalinidad ANS 18.5+1.9 8.2+1.7
B. quadridentatus A 9 30 °C-5 g/L salinidad ANS 0 1.2+0.4
B. quadridentatus C 10 15°C-0.5 g/L salinidad ANS 11.9+8.7 7.6+3.4
B. quadridentatus C 10 15 °C -5 g/Lsalinidad ANS 0 1+0
B. quadridentatus C 9 30°C-0.5 g/Lsalinidad ANS 9.4+9.6 3.6+2.6
B. quadridentatus C 10 30 °C-5 g/L salinidad ANS 0 1+0
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Tabla 5.1. continuacion

Especie #de Tratamiento Cuerpo #deneonatos Longevidad
muestra deagua porindividuo

Hexarthra fennica 10 15°C-0.5 g/L salinidad FP 0 1+0
H. fennica 10 15°C -5 g/L salinidad FP 1.7+1.4 6.5+3.3
H. fennica 10 15 °C—15 g/L salinidad FP 8.3+5.1 7+1.7
H. fennica 10 15 °C — 35 g/L salinidad FP 7.7+4.5 9.7+3.5
H. fennica 10 30 °C—-0.5 g/L salinidad FP 0 1+0
H. fennica 10 30°C-5 g/L salinidad FP 0 1+0
H. fennica 10 30 °C—15 g/L salinidad FP 0 2.3+0.8
H. fennica 10 30 °C - 35 g/L salinidad FP 0 2+0.6
Lecane bulla 10 15 °C—0.5 g/L salinidad TRE 3.2+25 9.5+2.3
L. bulla 8 15 °C -5 g/L salinidad TRE 2+15 9.6+3.3
L. bulla 10 30 °C—-0.5 g/L salinidad TRE 6.5+3.7 7.9+22
L. bulla 9 30 °C -5 g/L salinidad TRE 05+1.1 33+21
L. bulla 9 15 °C-0.5 g/L salinidad ANS 6.6+2.6 11.3+23
L. bulla 3 15 °C -5 g/Lsalinidad ANS 0 1+0
L. bulla 6 30 °C—-0.5 g/L salinidad ANS 81+1.1 6.6+1.2
Cladéceros
Daphnia pulicaria 4 15°C-0.5 g/L salinidad TRE 54 +27.2 68 +15.0
Moina salina 2 15°C-0.5 g/L salinidad FP 0 2+14
M. salina 8 15 °C -5 g/L salinidad FP 14 +11.2 26.3+4.1
M. salina 4 15 °C— 15 g/L salinidad FP 20+ 15.25 30.2+16.6
M. salina 4 15 °C - 35 g/L salinidad FP 21+7.7 35.5+14.8
M. salina 2 30°C-0.5 g/Lsalinidad FP 0 1+0
M. salina 3 30 °C-5 g/L salinidad FP 0 3.3+0.5
M. salina 5 30 °C—15 g/L salinidad FP 0 1.4+0.5
M. salina 2 30 °C—35 g/L salinidad FP 1.5+0.7 8.5+2.1

Nota: Los colores grises representan los cuatro tratamientos (0.5, 5, 15, 35 g/L salinidad) para la

temperatura de 15 °C, mientras que los aules son para la temperatura de 30 °C. El significado de los

acrénimos se puede encontrar en el apartado de drea de estudio general, paginas 32-44.
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Los modelos MCMC mostraron que, para la longevidad, el mejor modelo fue un modelo
cuadratico en el que tanto la temperatura como la salinidad fueron variables significativas
(Tabla 5.2). Los mismos resultados se obtuvieron para la produccién de neonatos por
individuo, si bien la interaccidn entre la salinidad y la temperatura fue significativa en este
caso (Tabla 5.2). Los resultados indican que la disminucién de la temperatura incrementa la
longevidad de los organismos expuestos a cualquier salinidad. Aunque, los organismos mas
longevos se observaron en salinidad de 35 g/L a 15 °C (Figura 5.1). Segun los valores del
ADIC (DIC del modelo completo menos DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio)
(Tabla 5.2), el valor del factor aleatorio “especie” indicé la elevada variabilidad en la
longevidad de las distintas especies (Tabla 5.2). Debido a este resultado también se decidié
analizar cdmo varian los parametros de historia de vida entre los grupos taxondmicos y las

principales especies.

Tabla 5.2 Analisis Global con Modelos Mixtos (MCMCglmm) que evaltan el efecto de la
temperatura y salinidad sobre la longevidad y neonatos producidos por individuo.

Longevidad - Global DIC= 1940.5
Media Minima  Madxima pMCMC
Posterior Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto 1.36 0.65 2.23 <0.005 **
Temperatura (15 °C) 0.77 0.52 1.02 <0.005 **
Salinidad 0.02 0.01 0.03 <0.005 **
Salinidad? 0.00 0.00 0.00 <0.005 **
ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 0.17 0.00 0.38 -4.2
Especie 1.06 0.21 2.73 -25
Caja 0.01 0.00 0.19 -1
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Tabla 5.2. continuacion

Neonatos por individuo — Global DIC= 1514.3
Media Posterior Minima  Maxima pMCMC
Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto -0.10 -1.38 1.14 0.81
Temperatura (15 °C) 0.88 0.31 1.53 <0.005 **
Salinidad 0.01 -0.02 0.04 0.437
Salinidad? 0.00 0.00 0.00 < 0.005 **
Temperatura (15°C) x Salinidad? 0.00 0.00 0.00 0.0104 *
ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 0.25 0.00 0.68 -0.7
Especie 2.13 0.24 5.28 -3.5
Caja 0.06 0.00 0.29 -0.5

Nota: La longevidad y la produccién de neonatos por individuo mostraron una
distribucién cuadratica (DIC=1940.5), (DIC=1514.3), respectivamente. Los valores que son
significativos se indican en negritas. Cl (intervalos creibles), pMCMC, dos veces la
probabilidad posterior de que la estima sea positiva o negativa, utilizando la menor de
ellas. ADIC: DIC del modelo completo menos DIC del modelo mds sencillo sin el término

aleatorio.
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Figura 5.1 Diferencia en los rasgos de la historia vital de rotiferos y cladéceros. Longevidad
(A) y neonatos por individuo (B). Las barras de error representan el Error Tipico (ET).
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Efecto de la salinidad y la temperatura por Taxon y Ecosistema Acudtico

Rotiferos hipersalinos

Se analizo el efecto que tuvieron la salinidad y la temperatura sobre los rasgos de historia
de vida de todas las especies de rotiferos hipersalinos usadas. Los analisis estadisticos
mostraron que, para la longevidad y produccion de neonatos por individuo, la temperatura,
salinidad, y la interaccién entre la temperatura y salinidad fueron variables significativas
(Tabla 5.3). El AIC del modelo lineal para longevidad y neonatos por individuo fue mas bajo
qgue el del modelo cuadrético (AIC=678.3 y AIC= 803.5, respectivamente). Los analisis de
interaccion entre temperatura y salinidad mostraron que la salinidad responde de manera
diferente segun la temperatura (15 o 30°C) tanto para la longevidad como para la
produccion de neonatos (Tabla 5.4). Los resultados mostraron que al igual que las especies
dulceacuicolas, la temperatura de 15 °C aumenté la longevidad en cualquier salinidad (Tabla
5.3y Figura 5.2) y la produccion de neonatos por individuo también es favorecida por una
temperatura de 15°C, no obstante, se puede observar que el efecto de la temperatura es
superior a bajas salinidades, mientras que a 35 g/l las diferencias no son tan pronunciadas
(Tabla 5.3 y Figura 5.2). “Especie “como factor aleatorio fue significativo (LRT: Chi-squared
=176.8, df=1, p = < 2.2e-16 ***), mientras que “Caja” no fue significativo para el modelo

(LRT: Chi-squared = 0.05, df=1, p = 0.823).
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Tabla 5.3 Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la temperatura, salinidad sobre
la longevidad y la produccidn de neonatos por individuo en rotiferos hipersalinos.

Longevidad — AIC= 664.6 Neonatos por individuo — AIC=760.2

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 3.29 1 0.069 7.91 1 0.004 **
Salinidad 8428 1  <22e*+* 17837 1 < 2.2e16 **x
Temperatura 79.82 1 <2.2¢el6**% g9 g8 1 <2216 ¥xx
Temperatura x Salinidad 8.95 1 0.002 ** 54,01 1 1.98e13 ***

Nota: El mejor modelo obtenido para la longevidad fue con el AIC (664.6) y para lo produccién de
neonatos por individuo fue con un AIC (760.2). Los resultados se muestran mediante la funcién
ANOVA del paquete “car” de R (Fox & Weisberg 2011). Los valores de significancia (P < 0.05) se
reportan en negritas. Chisq (Chi- cuadrada); Df (grados de libertad).

Tabla 5.4 Andlisis Post hoc para comparar la interaccidén entre la temperatura respecto a la
salinidad en rotiferos salinos para la longevidad y neonatos por individuo.

Longevidad — AIC=664.6

Interaccién Temperatura x Salinidad Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) 0.03 1 8428 <2.2ee***
Temperatura (15°C) 0.02 1 7281 <2.2ee***

Neonatos por individuo — AlIC= 760.2

Interaccién Temperatura x Salinidad Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) 0.10 1 1783 <226 ***
Temperatura (15°C) 0.04 1 1757 <2.2e’6***

Nota: La relacién de la temperaturay salinidad con la longevidad y la produccién de neonatos
por individuo fue lineal. Los valores con significancia se representan en negritas. Chisq (Chi-
cuadrada); Df (grados de libertad).
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Rotiferos dulceacuicolas

Se analizo el efecto que tuvieron la salinidad y la temperatura sobre los rasgos de historia
de vida de todas las especies de rotiferos dulceacuicolas usadas. Los modelos MCMC
mostraron que, para lalongevidad y produccidn de neonatos por individuo, el mejor modelo
fue lineal y que la temperatura, salinidad, y la interaccién entre la temperatura y salinidad
fueron variables significativas (Tabla 5.5). Los resultados mostraron que, la temperatura de
15 °C aumenté la longevidad en cualquier salinidad (Tabla 5.5 y Figura 5.2) y la produccion
de neonatos por individuo es favorecida por aumentos de temperatura, sin embargo,
cuando la temperatura aumenta en salinidad de 5 g/L, la producciéon de neonatos por
individuo disminuye (Tabla 5.5 y Figura 5.2). Por otro lado, los aumentos de salinidad
afectaron de forma negativa la longevidad y la produccién de neonatos por individuo (Tabla
5.5y Figura 5.2). Segun los valores del ADIC (Tabla 5.4), los valores de los factores aleatorios
“lago” y “especie” indicaron la elevada variabilidad en la longevidad que se observa
dependiendo de las distintas especies y del lago de procedencia (Tabla 5.5). Debido a estos
resultados también se decidié analizar como varian los parametros de historia de vida entre

poblaciones de la misma especie en diferentes lugares.

173



Tabla 5.5 Andlisis Global con Modelos Mixtos (MCMCglmm) que evaltdan el efecto de la
temperatura y salinidad sobre la longevidad y la producciéon de neonatos por individuo en
rotiferos dulceacuicolas.

Longevidad — Rotiferos dulceacuicolas DIC= 960.86
Media Posterior Minima Maxima pMCMC
Cl 95% Cl 95%

Efecto principal

Intercepto 1.86 1.24 2.51 0.0104 *
Temperatura (15°C) 0.35 005 0.52 <0.005 **
Salinidad -0.26 -0.31 -0.22 < 0.005 **
Temperatura (15°C) x Salinidad 0.09 0.03 0.15 0.0104 *
ADIC
Efectos Aleatorios
Lago 0.21 0.00 0.36 -14.5
Especie 0.23 0.02 0.80 -17.8
Caja 0.06 0.00 0.06 0.5

Neonatos por individuo — Rotiferos dulceacuicolas DIC= 828.1
Media Posterior = Minima  Madxima pMCMC
C195% C195%

Efecto principal

Intercepto 2.23 0.43 4.04 0.0312 **

Temperatura (15°C) -0.75 -1.25 -0.18 0.0104 *

Salinidad -1.01 -1.18 -0.83 < 0.005 **

Temperatura (15°C) x Salinidad 0.54 0.36 0.74 < 0.005 **
ADIC

Efectos Aleatorios

Lago 0.13 0.00 0.15 -0.7

Especie 3.86 0.05 9.29 -4.7

Caja 0.04 0.00 0.15 -0.7

Nota: Los valores que son significativos se indican en negritas. Cl (intervalos creibles), pMCMC, dos
veces la probabilidad posterior de que la estima sea positiva o negativa, utilizando la menor de ellas.
ADIC: DIC del modelo completo menos DIC del modelo mas sencillo sin el término aleatorio.
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Figura 5.2 Diferencia entre Longevidad y neonatos por individuo, para los ocho
tratamientos usados en las tablas de vida de rotiferos. Rotiferos dulceacuicolas (A) e
hipersalinos (B). Las barras de error representan el Error Tipico (ET).

Claddceros: Moina salina y Daphnia pulicaria.

Se analizo el efecto que tuvieron la salinidad y la temperatura sobre los rasgos de historia
de vida del cladécero hipersalino (M. salina). Los andlisis estadisticos mostraron que, para
la longevidad y produccién de neonatos por individuo, la temperatura y la salinidad fueron

variables significativas (Tabla 5.5). El AIC del modelo lineal para longevidad y neonatos por
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individuo fue mas bajo que el del modelo cuadratico (AlIC=264.7 y AIC=273.3,
respectivamente). Los resultados mostraron que el cladécero hipersalino tiene una
preferencia por temperatura de 15°C y salinidades altas (>5 g/L) (Figura 5.3). De hecho, a
temperatura de 15°C se obtuvo la mayor produccién de neonatos por individuo en
salinidades de 5 a 35 g/L, y solo en salinidad de 35 g/L, pero a temperatura de 30°C se
obtuvo una minima produccion de neonatos (Figura 5.3.). Por otro lado, la longevidad es
favorecida por una temperatura de 15°C, pero va disminuyendo conforme la salinidad
disminuye teniendo asi la menor longevidad a temperatura de 30°Cy a una salinidad de 0.5
g/L (Figura 5.3). “Caja” se asumio como un factor no significativo, ya que que no se pudieron
comparar modelos debido a solo tener como factor aleatorio el factor “Caja”. Para el
cladécero dulceacuicola (Daphnia pulicaria) no se pudo obtener ninguna informacion
estadistica sobre el efecto de la salinidad y la temperatura para los rasgos de historia de
vida (ver métodos), pero los datos obtenidos para el Unico organismo estudiado se

muestran en la Figura 5.3.

Tabla 5.6. Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la temperatura, salinidad sobre
la longevidad y la produccion de neonatos por individuo en claddceros hipersalinos.

Longevidad — AIC= 256.6 Neonatos por individuo — AIC=264.9

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 4324 1 4.8¢11 *** 003 1 0.849
Salinidad 7.45 1 0.006 **  9.07 1 0.002 **
Temperatura  31.62 1 1.8e % *** 2013 1 0.000007 ***

Nota: El mejor modelo obtenido para la longevidad fue con el AIC (147.3) y para lo produccién
de neonatos por individuo fue con un AIC (205.9). Los resultados se muestran mediante la
funcién ANOVA del paquete “car” de R (Fox & Weisberg 2011). Los valores de significancia (P
< 0.05) se reportan en negritas. Chisq (Chi- cuadrada); Df (grados de libertad).
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Figura 5.3 Diferencia entre la Longevidad y neonatos por individuo, para los ocho

tratamientos usados en las tablas de vida de cladéceros. Cladécero Daphnia sp. (A) y M.

salina (B). Las barras de error representan el Error Tipico (ET).

Variaciones intraespecificas sobre la temperatura y la salinidad

Se compararon las respuestas intraespecificas de los rasgos de historia de dos especies de

rotifero (B. quadridentatus A y L. bulla). Los analisis estadisticos mostraron que, para la

longevidad, en el caso de las tres poblaciones estudiadas de B. quadridentatus A, la

temperatura, la poblacidén y la interaccidn entre la temperatura y la salinidad fueron

significativas (Tabla 5.7), mientras que, para la produccién de neonatos por individuo, la
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salinidad, la temperatura, y la interaccidn entre la temperatura y salinidad fueron variables
significativas (Tabla 5.7). La interaccion poblacién y la salinidad ha salido marginalmente
significativa para la longevidad (Tabla 5.7) y se decidié mantenerla en el modelo final. Segun
esa interaccion, a 5 g/l se reduce la longevidad de todas las poblaciones, pero de forma mas

apreciable en Aneas (Figura 5.4).

Tabla 5.7. Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la temperatura, salinidad, y
diferente poblacién de B. quadridentatus en la longevidad y la produccién de neonatos por
individuo.

Longevidad — AIC=507.6 Neonatos por individuo — AIC=
500.9

Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 334 1 < 2.2e-16 ***  1065.19 1 < 2.2e-16 ***
Salinidad 0.86 1 0.35 56.08 1 6.9 e-14 ***
Temperatura 6.25 1 0.01 * 75.62 1 < 2.2e-16 ***
Poblacién 15.84 2 0.0003 *** 1.97 2 0.371
Temperatura x Salinidad 7.94 1 0.0048 ** 23.29 1 1.3e-16 ***
Salinidad x Poblacion 5.72 2 0.05 - - -

Nota: El mejor modelo obtenido para la longevidad fue con el AIC (507.6) y para lo produccién
de neonatos por individuo fue con un AIC (500.9). La relacién con la tasa de eclosién con el
lago, temperatura, y tratamiento es lineal. Los resultados se muestran mediante la funcidn
ANOVA del paquete “car” de R (Fox & Weisberg 2011). Los valores de significancia (P < 0.05)
se reportan en negritas. Chisq (Chi- cuadrada); Df (grados de libertad).

Los analisis de post hoc para contrastar las diferentes poblaciones, mostraron que la
poblacién de Aneas tiene menor longevidad respecto a la de El Taraje y El Trébol y que no
hay variaciones sobre la produccién de neonatos por individuo entre las tres poblaciones
(Tabla 5.8). Por otro lado, los andlisis de interaccion mostraron que, tanto para la
longevidad como para la produccién de neonatos por individuo la salinidad tiene efecto
significativo en ambas temperaturas, si bien la respuesta a la salinidad es mas intensa a 30

°C (Tabla 5.8).
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Tabla 5.8 Analisis Post hoc para comparar el contraste de pares de la longevidad, vy la
produccidn de neonatos por individuo de las tres poblaciones del rotifero B. quadridentatus
A,y la interaccidn entre la temperatura respecto a la salinidad.

Longevidad — AIC=507.6

Contraste de pares Estimado  Error estandar ValorZ P

El Trébol - El Taraje 0.04 0.08 0.54 0.847
Aneas — El Taraje -0.31 0.09 -3.32 0.002 **
Aneas —El Trébol -0.35 0.09 -3.73 < 0.001 ***
Interaccién Temperatura x Salinidad Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) -0.28 67.21 4.8e716 *#x*
Temperatura (15°C) -0.16 56.70 5.0e 14 ***

Neonatos por individuo — AlIC=500.9

Contraste de pares Estimado  Error estandar ValorZz P

El Trébol - El Taraje 0.06 0.08 0.77 0.717
Aneas — El Taraje 0.12 0.08 1.40 0.339
Aneas —El Trébol 0.05 0.08 0.66 0.787
Interaccién Temperatura x Salinidad Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) -1.17 1 56.08 6.9e 14 **k
Temperatura (15°C) -0.39 1 122.06 < 2.2e716 **k

Nota: La relacion de la temperatura y salinidad con la longevidad y la produccién de neonatos por
individuo fue linear. Los valores con significancia se representan en negritas. Chisq (Chi-cuadrada);

Df (grados de libertad).
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Figura 5.4 Diferencia de la Longevidad y Neonatos por individuo, para tres poblaciones de
B. quadridentatus (El Taraje (A), El Trébol (B), y Aneas (C)). Las barras de error representan
el Error Tipico (ET).

Por otro lado, los andlisis estadisticos realizados para L. bulla, mostraron que, para la
variable longevidad, la salinidad, la interaccidn entre la temperatura y salinidad, la
interaccion entre la temperatura y la poblacidn, y la interaccién entre la temperatura,
salinidad, y poblacion fueron variables significativas (Tabla 5.9), mientras que para la
produccién de neonatos por individuo, la temperatura, la salinidad, la poblacién, e

interaccion entre la temperatura y la salinidad fueron variables significativas (Tabla 5.9).
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Tabla 5.9 Modelos Mixtos (glmer) para evaluar el efecto de la temperatura, salinidad, y
diferente poblacién de L. bulla en la longevidad y la produccién de neonatos por individuo.

Longevidad — AIC=260.6 Neonatos por individuo — AlC=
446.7
Chisq Df P Chisq Df P
Intercepto 29042 1 <2.2el6***% 95085 1] < 2.2e-16 ***
Salinidad 14.55 1 0.0001 ***  28.71 1 0.000000008 ***
Temperatura 0.26 1 0.604 11.59 1 0.0006 ***
Poblacién 0.60 1 0.437 5.86 1 0.015 *
Temperatura x Salinidad 10.8 1 0.001 ** 6.20 1 0.012 *
Temperatura x Poblacidn 4.82 1 0.028 * 0.00 1 0.998
Salinidad x Poblacién 0.00 1 0.935 0.00 1 0.999
Temperatura x Salinidad x Poblacién 8.02 1 0.0046 ** - - -

Nota: El mejor modelo obtenido para la longevidad fue con el AIC (260.6) y para lo produccién de
neonatos por individuo fue con un AIC (446.7). La relacidn con la longevidad y los neonatos por
individuo respecto a la salinidad es lineal. Los resultados se muestran mediante la funcion ANOVA del
paquete “car” de R (Fox & Weisberg 2011). Los valores de significancia (P < 0.05) se reportan en
negritas. Chisq (Chi- cuadrada); Df (grados de libertad).

Los analisis post-hoc para las interacciones con la longevidad mostraron que los individuos
de la poblacion de El Trébol responden de forma negativa con la temperatura mientras que
para los de Aneas la temperatura no tuvo efecto (Tabla 5.10 y Figura 5.5). También se
observd que el efecto negativo de la salinidad fue mds intenso a 15 °C que a 30 °C, si bien
en el Trébol la salinidad no tuvo efecto a 15 °C (Tabla 5.9 y Figura 5.5). En el caso de la
producciéon de huevos por individuo, se observé que el efecto de la salinidad sobre la
produccién de neonatos es mas intenso a 30 °C que a 15 °C de temperatura (Tabla 5.10. y

Figura 5.5).
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Tabla 5.10 Andlisis Post hoc para comparar el contraste de pares de la longevidad, y la
produccidn de neonatos por individuo de dos poblaciones del rotifero L. bulla, y la
interaccion entre la temperatura respecto a la salinidad.

Longevidad — AIC= 260.6

Interaccién Poblacion x Temperatura Valor Df Chisq P

El Trébol 0.60 1 15.52 0.0001 ***
Aneas 1.06 1 0.03 0.846
Interaccién Temperatura x Poblacion

Temperatura (30°C) 1.16 1 0.35 0.551
Temperatura (15°C) 2.03 1 9.35 0.004 **
Interaccién Temperatura x Salinidad

Temperatura (30°C) -0.18 1 6.66 0.009 **
Temperatura (15°C) -0.26 1 15.90 0.00013 ***

Neonatos por individuo — AIC= 446.7

Interaccién Temperatura x Salinidad Valor Df Chisq P
Temperatura (30°C) -0.54 1 28.71 0.0000001 ***
Temperatura (15°C) -0.25 1 17.36 0.00003 ***

Nota: La relacién de la temperatura y salinidad con la longevidad y la produccién de
neonatos por individuo fue lineal. Los valores con significancia se representan en
negritas. Chisq (Chi-cuadrada); Df (grados de libertad).
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Figura 5.5 Diferencia de la Longevidad y Neonatos por individuo, para dos poblaciones de
L. bulla (EL Trébol (A) y Aneas (B)). Las barras de error representan el Error Tipico (ET).

Discusion

Este trabajo muestra por vez primera un estudio experimental analizando conjuntamente
el efecto de la temperatura y la salinidad, dos factores relacionados con el cambio global,
sobre los principales rasgos de historia de varias especies de rotiferos y claddceros. El
analisis se ha centrado en la historia de vida de organismos bajo las mismas condiciones

experimentales en que eclosionaron para conocer si, mas alla de su capacidad de eclosidn,

183



podrian llegar a colonizar exitosamente las lagunas bajo esas mismas condiciones. Ademas,
se analiza de forma separada, cual es la respuesta de especies dulceacuicolas respecto a las
hipersalinas de los rotiferos y los cladéceros, pudiendo asi focalizar la vulnerabilidad de las
especies tomando en cuenta su origen y su variabilidad intraespecifica entre varias

poblaciones.

Andlisis Global

Usualmente, el efecto de la temperatura y salinidad se ha estudiado de forma
independiente mediante especies individuales de rotiferos y claddceros. Por ejemplo, en el
caso de los rotiferos, Yin & Zhao (2008) analizaron el efecto de la salinidad, temperatura y
la concentracién de comida para B. plicatilis s.s., Bosque et al. (2000), midieron las mismas
variables, pero con Synchaeta littoralis. En claddceros, EI-Gamal et al. (2014), estudiaron el
efecto de la temperatura y salinidad en Daphnia longispina y Gongalves el al. (2007)
analizaron el efecto de la temperatura en Daphnia magna y Daphnia longispina. Sin
embargo, en todos estos trabajos, los organismos de las especies utilizadas procedian de
cultivos de laboratorio y por lo tanto las respuestas de estos organismos a distintas
salinidades y temperaturas es mas dificilmente extrapolable, contrariamente a nuestro
estudio, donde los organismos utilizados eran hembras descendientes de huevos
diapausicos provenientes de los sedimentos de los diferentes cuerpos de agua en estudio y
eclosionados bajo las mismas condiciones experimentales que las tablas de vida. En
sistemas naturales, se puede asumir que los organismos que tengan que vivir a diferentes
niveles de salinidad hayan eclosionado a esa alta salinidad o, al menos, a salinidades

cercanas, especialmente en el caso de los rotiferos.

En este estudio, se analizd la respuesta hacia la temperatura y la salinidad en 7 especies
entre rotiferos y cladéceros mostrando que el modelo tiene una distribucién cuadratica
tanto para la longevidad como para la produccién de neonatos por individuo. Con respecto

ala distribucién cuadratica observada en el modelo, se debe al hecho de englobar a especies
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de diferentes taxa y ademas adaptadas a medios dulceacuicolas e hipersalinos, por lo que
es congruente observar en los rasgos de vida analizados, valores mds altos en los
tratamientos mas extremos, es decir en 0.5y 35 g/L que corresponderian, por un lado, a los
organismos dulceacuicolas y por el otro a los hipersalinos. Ademas, los resultados del DIC
mostraron que el factor aleatorio “Especie” fue significativo, lo que demuestra que hay una
gran variabilidad de respuesta de las diferentes especies frente a cambios en temperatura
y salinidad que dificulta hacer generalizaciones e indica la importancia de considerar

diferencias especificas e intraespecificas como posteriormente comentamos.

En este trabajo, para las especies de rotiferos y claddceros estudiadas, la temperatura
mostro tener influencia sobre los dos rasgos de vida estudiados. De acuerdo con Yin & Zhao
(2008), la temperatura tiene una gran influencia sobre la longevidad, sus resultados
muestran mayor longevidad a 18°C y conforme sube la temperatura, la longevidad de los
clones de B. plicatilis s.s. disminuye. Por su parte, Miracle & Serra (1989) sefialan que
incrementos en la temperatura estdn relacionados con una mayor produccién de progenie
en menor tiempo. Resultados parecidos han sido observados en este trabajo para el analisis
global, en efecto, se obtuvo una disminucion de la longevidad a temperaturas altas. Por otro
lado, con respecto a la produccion de neonatos por individuo, a una salinidad de 0.5 g/L,
hubo una mayor produccién de neonatos a temperatura alta, mientras que a 35 g/L la
produccion es igual en ambas temperaturas. Estos resultados tan variables en los dos rasgos
de vida, como dicho anteriormente, seguramente se deben al diferente tipo de adaptacién
de las especies dulceacuicolas e hipersalinas, por lo que se abordaran mds adelante en los

analisis por taxdn y ecosistema.

La salinidad también ha demostrado ser una variable que afecta los rasgos de vida de las
especies de rotiferos y cladéceros (Miracle & Serra 1989; Gongalves et al. 2007; Yin & Zhao
2008; Anitha et al. 2015). De acuerdo con Gongalves et al. (2007), en los cladéceros D.
longispina y D. magna, un efecto negativo crénico se muestra en las dos especies cuando la

salinidad incrementa a 2.2 y 5 g/L, respectivamente. En rotiferos, Anitha et al. (2015)
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muestra como en B. angularis incrementos de salinidad a partir de 5 g/L empiezan a tener
un efecto negativo sobre la tasa de crecimiento y, por lo tanto, de la longevidad vy la
produccién de neonatos. En Proales sp., una salinidad de 0.4 g/L disminuye la produccion
de huevos (Lansing 1942), y en B. calyciflorus, una salinidad de 2 g/L empieza a tener efectos
negativos en la supervivencia de los organismos, y los efectos se intensifican entre mas
aumenta la salinidad (Aranovich & Spektorova 1974). De acuerdo con cuanto reportado en
los estudios mencionados, en este trabajo los valores mas bajos de longevidad y produccién
de neonatos por individuo en especies dulceacuicolas se observaron en una salinidad de 5

g/L, tanto para rotiferos como para cladéceros.

Por otro lado, para las especies halobiontes, Miracle & Serra (1989) han reportado para la
gran mayoria de especies de rotiferos del complejo B. plicatilis, un rango éptimo de
salinidad entre los 10 y 20 g/L, y Komis (1992) sugiere para las especies salinas un rango
Optimo de reproduccion en salinidades desde 4 a 35 g/L. Por lo tanto, el rango de tolerancia
a la salinidad desde 5 a 35 g/L obtenido en este estudio, seguramente se deben a la
presencia de estas especies adaptadas a salinidades altas, lo que también explicaria que los
valores mas altos en los rasgos de vida estudiados se observaran a una salinidad de 35 g /L,
y que fueran disminuyendo conforme decrecia la concentracion de salinidad. De hecho, las
especies hipersalinas usadas, provienen de la laguna Fuente de Piedra en donde la salinidad

del agua generalmente estd por encima de los 20 g/L (Garcia et al. 1997).

En este estudio también se analizé la interaccion que pudiera existir entre la temperatura 'y
la salinidad en la longevidad y la produccién de neonatos por individuo. Por un lado, la
interaccion entre estas dos variables no influencié la longevidad de los individuos, sin
embargo, si afectd la produccién de neonatos por individuo. La interaccién observada,
posiblemente se explique mediante la separacién de especies dulceacuicolas e hipersalinas,
en donde se ve que los organismos expuestos a 0.5 g/L tuvieron mayor produccion a
temperatura alta (dulceacuicolas), mientras que los expuestos a salinidad de 35 g/L,

tuvieron mayor produccion a baja temperatura (hipersalinas).
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Andlisis por Taxdn y Ecosistema acudtico

Rotiferos

Para estudiar mas en detalle cual fue el efecto de la temperatura y salinidad sobre la
comunidad zooplancténica, se analizd el efecto por taxdn separando los rotiferos y

cladéceros dulceacuicolas e hipersalinos.

Las especies hipersalinas usadas en este trabajo mostraron una relacién lineal para el
decremento de la salinidad para los rasgos de vida analizados. Para otras especies
pertenecientes al complejo B. plicatilis y la especie marina Synchaeta littoralis, Miracle &
Serra (1989), Bosque et al. (2001) y Gabalddn et al. (2015) mostraron que, a pesar de ser
tolerantes a altas salinidades, estas presentan una mayor longevidad por debajo de los 25
g/L. Por otro lado, Ferrando et al. (2018) demostraron que una salinidad de 12 g/L es
desfavorable para el crecimiento de la especie B. plicatilis s.s. Los resultados aqui
obtenidos, sugieren que las poblaciones de las especies usadas para este trabajo, B.
manjavacas y H. fennica, se han adaptado exitosamente a los aumentos de salinidad (de
hasta 35 g/L) y de temperatura, sin embargo, también muestran que, en presencia de
salinidades inferiores, la temperatura alta podria llevar a su desaparicién temporal, hasta
gue el cuerpo de agua se evapore y pueda concentrarse la cantidad necesaria de salinidad
para estas especies. Seguramente esta adaptacion es de tipo local, ya que, en los ultimos
afios, la laguna Fuente de Piedra, ha pasado por fuertes periodos de sequia, por lo que la
mayoria del tiempo permanece seca o tiene niveles muy bajos de agua, aumentando

drasticamente la concentracion de salinidad (Garcia et al. 1997).

Por otro lado, los resultados mostraron que las especies de rotiferos dulceacuicolas estan
influenciadas por la salinidad, temperatura y la interacciéon entre estas dos variables,
mediante una relacién lineal. En efecto, las especies dulceacuicolas mostraron una

respuesta negativa a la salinidad, ya que, al incremento de la salinidad a 5 g/L, se observo
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una menor longevidad, y una casi nula produccion de neonatos. Resultados concordantes
fueron observados en B. angularis, la especie mas tolerante a la salinidad (Aranovich &
Spektrorova 1974), por Anitha et al. (2015) en donde esta especie tuvo un efecto negativo
en sus valores de tasa de crecimiento, y por tanto de su longevidad y produccién de
neonatos en una salinidad de 5 g/L a 30°C. También Saucedo-Rios et al. (2017), reportaron
un efecto positivo sobre la longevidad y produccion de neonatos de tres especies de Lecane
(L. bulla, L. cornuta, y L. papuana) al aumentar la temperatura, siendo 25 y 30°C las
temperaturas ideales para estas especies. En este estudio, L. bulla respondié también de
forma positiva a la temperatura, pero solo en El Trébol ya que la poblacion de Aneas no se

vio afectada por la temperatura.

Tanto para las especies salinas como para las dulceacuicolas, la salinidad representa una
variable que afecta directamente el ciclo vital de las especies. Sin embargo, las especies
adaptadas a ecosistemas dulceacuicolas, seguramente son mayormente afectadas debido
al excesivo gasto energético que suponen los mecanismos de osmorregulacion para las
variaciones de salinidad (Aladin 1991; Frey 1993; Jeppesen et al. 1994; Boix et al. 2008;
Brucet et al. 2009). En general, los resultados obtenidos sugieren que las comunidades de
rotiferos presentes en los humedales seran las mas afectadas por el cambio climatico, ya
que, este llevara a incrementos drasticos de temperaturas y salinidad (Sala et al. 2000;

Fischlin et al. 2007), favoreciendo asi las especies hipersalinas.

Claddceros

En este estudio, solo eclosiond una especie de cladécero dulceacuicola (Daphnia pulicaria)
y una especie hipersalina (Moina salina). Los resultados obtenidos muestran que las dos
especies tuvieron una respuesta negativa a los aumentos de temperatura, que, de acuerdo
con cuanto reportado en la literatura, representa uno de los principales factores que
influencian el ciclo de vida de muchas especies de cladéceros, debido probablemente al

efecto que esta tiene sobre el metabolismo en términos de captacidn de oxigeno y filtraciéon
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e ingestién del alimento (Peters 1987; Gordo et al. 1994). En el caso del cladécero
dulceacuicola Daphnia pulicaria, los resultados muestran que los aumentos de la
temperaturay la salinidad afectan negativamente la especie. Estos resultados son similares
a los obtenidos por Goncgalves et al. (2007), en donde D. longispina y D. magna, dos
cladéceros dulceacuicolas congenéricos, presentaron valores de toxicidad aguda en
salinidades alrededor de los 3y 6 g/L a 20 °C, respectivamente. EI-Gamal et al. (2014), en su
trabajo sobre el efecto de la salinidad sobre la supervivencia e historia vital de D. longispina,
también confirma el efecto negativo que la salinidad tiene sobre la especie, sugiriendo que
incrementos relativamente pequefios en la salinidad llegan a afectar drasticamente a la
especie de claddcero dulceacuicola. Con respecto a la especie hipersalina M. salina, los
resultados muestran que con un decremento de la salinidad hasta 0.5 g/L, los individuos
morian en menos de 24 horas sin dejar progenie. Resultados negativos con respecto al
aumento de temperatura en M. salina, ya habian sido demostrados por Gordo et al. (1994),
sugiriendo que la temperatura éptima de crecimiento de esta especie es de entre 20y 25°C

en una salinidad de 36 g/L.

En general, solo podemos afirmar que las dos especies de cladéceros que hemos estudiado
podrian verse mayormente afectadas por los efectos del cambio global en comparaciéon con
las comunidades de rotiferos, aunque serian necesarios mas estudios para confirmar. En
efecto, como anteriormente comentado, los aumentos de temperatura han mostrado
afectar particularmente a las especies de claddceros bajo estudio. Ademas, al igual que para
los rotiferos, en claddceros, el excesivo gasto de energia producido por las especies para
compensar concentraciones de salinidad no favorables para su supervivencia y desarrollo,
causo efectos negativos en su historia vital (Aladin & Potts 1995). Aunque, esto parece ser
aun mas evidente en los claddceros, debido a sus limitadas capacidades osmorreguladoras

en comparacion con los otros grupos de zooplancton (Frey 1993; Tavsanoglu et al. 2015).

Con respecto al tipo de sistemas acudticos, los resultados obtenidos, sugieren que las

comunidades presentes en los humedales no salinos, también serdn las mas afectadas por
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el cambio climatico, debido a las variaciones de temperatura y salinidad que suelen
presentarse periddicamente en estos ecosistemas. Por otro lado, las comunidades que
habitan los ecosistemas hipersalinos estaran mas favorecidas debido al menor gasto de

energia que deberdn producir para enfrentarse a aumentos de salinidad.

Andlisis intraespecifico

Finalmente, se observaron distintas respuestas en los rasgos de vida en diferentes
poblaciones de dos especies de rotiferos, B. quadridentatus Ay L. bulla. La variabilidad de
la respuesta hacia la temperatura y salinidad, de acuerdo con Miracle & Serra (1989), podria
estar relacionada con la interaccidn genotipo x ambiente y/o adaptacién local. Las dos
especies analizadas son consideradas complejos de especies (Walsh et al. 2009; Moreno et
al. 2017), por lo que observar diferencias significativas de tolerancia a la salinidad vy
temperatura entre poblaciones de estos taxones no es inusual. En efecto, con respecto a B.
quadridentatus, un estudio molecular realizado por Garcia-Morales & Dominguez-
Dominguez (2019) utilizando el gen mitocondrial COIl, demostrd que la especie presentaba
siete diferentes linajes, y en el capitulo 1, también se mostraron diferencias morfoldgicas
entre los huevos de resistencia de esta especie, lo que sustenta la presencia de especies
cripticas y quizas podria ser una explicacion a las diferentes respuestas de los individuos de
B. quadridentatus frente a cambios de salinidad y temperatura. Por otro lado, para L. bulla,
Walsh et al. (2009) mediante el gen COl demostraron la presencia de tres grandes linajes
dentro de la especie, sugiriendo que realmente ésta representa un complejo de especies
cripticas que incluso pueden vivir en simpatria en los cuerpos de agua, y que la diversidad
entre poblaciones estd fuertemente relacionada con los paradmetros medioambientales.
Estos resultados podrian explicar las diferentes respuestas a la salinidad y temperatura
encontradas en este trabajo, aunque no se encontraron diferencias morfoldgicas. Hintz et
al. (2018) observaron que Daphnia puede adaptarse a tener una mayor tolerancia a la
salinidad a cambio de un crecimiento mas lento ante la falta de sal. En nuestro caso, a 15°C

eso podria ser aplicable para los rotiferos hipersalinos, pero no seria apropiado para Moina
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salina. En cualquier caso, cambios en las concentraciones de salinidad debido al cambio
climdtico y extracciones de agua podria favorecer la adaptacion local y respuestas
evolutivas en el zooplancton. En este sentido, los resultados obtenidos en este estudio
indican que para B. quadridentatus y L. bulla, las poblaciones provenientes de El Trébol
presentarian mayor adaptabilidad a aumentos de salinidad que la de Aneas. En efecto, los
valores de longevidad y produccién de neonatos para B. quadridentatus mostraron que la
poblacién de El Trébol podria soportar una salinidad de 5 g/L a temperatura baja frente a la
poblacidn de Aneas. Similarmente, en el caso de L. bulla, la poblacién de El Trébol parece
exhibir una mayor adaptabilidad a la salinidad porque a 15 °C se observé un efecto negativo
de la salinidad Unicamente en Aneas. Una posible explicacidon podria ser la presencia de
intrusiones de agua salina en diferentes medidas a lo largo del afo, que confiere a las
poblaciones la posibilidad de adaptarse a los aumentos de salinidad. En efecto, Blanco-
Coronas et al. (2020) en un estudio sobre la interaccién entre las aguas freaticas y
superficiales en los humedales que forman la Charca de Suarez, observé que El Trébol estd
alimentado exclusivamente por aguas subterraneas, al igual que El Lirio y El Taraje, y que
por lo tanto estd caracterizado por una mayor salinidad en comparacion con lagunas que
presentan entradas de aguas mixtas, como Aneas. La presencia durante el ano de periodos
con mayor concentracion, o mayor fluctuacion, de salinidad, sobre todo en el sedimento,
podria explicar la mayor adaptacidon a aumentos de salinidad de B. quadridentatusy L. bulla,
provenientes de El Trébol, comparados con las poblaciones encontradas en Aneas. Campillo
et al. (2011) ya observaron adaptacion local a la salinidad por parte de B. plicatilis sensu
stricto, pero este es el primer estudio en sugerir esta posible adaptacién local de B.
quadridentatus y L. bulla, especies para las que no se han realizado con anterioridad
estudios de historia de vida con relaciéon a la salinidad y la temperatura. Futuros estudios
son necesarios para comprobar esta posible adaptacién local en estas u otras especies de

dichas lagunas.
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SINTESIS Y CONCLUSIONES



Sintesis

En esta tesis se ha puesto de manifiesto que los huevos diapdusicos pueden ser una
herramienta eficaz para evaluar algunos efectos del cambio global en sistemas acuaticos.
Tradicionalmente, la poca informacidn existente acerca de la morfologia de los mismos ha
representado un obstaculo para poder utilizarlos en este tipo de estudios. Esta tesis,
representa un avance considerable en la utilizacién de los huevos diapdusicos, ya que,
desde el principio, se logran identificar con precisién los diferentes morfotipos de las
diferentes especies a estudiar (capitulo 1). Esto es importante, debido a que, todavia hay
una discusién dividida sobre si las especies de rotiferos y claddceros tienden a ser
especificas en la morfologia de sus huevos diapausicos (Gilbert & Wurdak 1978), o no
(Moreno et al. 2017; Vandekerkhove et al. 2004). En el capitulo 1, se demuestra, mediante
un andlisis exhaustivo bajo diferentes técnicas de microscopia Optica y electrénica de
barrido, que es posible observar claramente las diferencias morfoldgicas de los huevos
diapausicos, sobre todo de rotiferos, aun en géneros como Brachionus, en donde los huevos
de resistencia tienden a ser muy similares. No obstante, la divergencia genética de las
poblaciones de rotiferos monogonontes, puede ocurrir en ausencia de cambios
morfoldgicos, lo que resulta en complejos de especies cripticas o gemelas (e.g., Moreno et
al., 2017). En cambio, los efipios de los cladéceros parecen no tener esa diferenciacién tan
clara que se presenta en los rotiferos probablemente debido a que la ornamentacién de los
huevos efipiales toman su ornamentaciéon de su propio exoesqueleto. Sin embargo, en
rotiferos, sise han llegado a observar diferencias marcadas en los morfotipos de una misma
especie, como documentamos en este capitulo para Brachionus angularis y Brachionus
quadridentatus. Hasta el momento, debido a la escasa informacion taxondmica que se
conoce sobre las diferentes estructuras de los huevos diapausicos del zooplancton, este
estudio es un avance importante en el entendimiento del campo de la taxonomia que
posteriormente podria ayudar a esclarecer los mecanismos evolutivos que expliquen la

relacion entre la funcionalidad y la estructura de los diversos morfotipos de huevos
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diapausicos en relacidon con las caracteristicas del habitat de los ecosistemas en que se

desarrollan las especies.

En el caso particular de los rotiferos, en el capitulo 2 se observo que este grupo taxonémico
presentd un mayor numero de morfotipos en los bancos de huevos respecto a los
cladéceros. Ademads, en el capitulo 3 se observé que el mayor nimero de organismos
eclosionados de huevos diapausicos provinieron también de este grupo. Los huevos
diapdusicos de rotiferos, parecen estar mejor adaptados a los incrementos de salinidad y
temperatura en comparacion con los cladéceros. Sin embargo, a los efectos de la
desecacion (capitulo 4), los rotiferos son mas sensibles que los claddceros, y en este estudio,
Brachionus paranguensis y Lecane bulla fueron las especies de rotiferos con mayor
afectacién a periodos prolongados de desecacion, mientras que el cladécero Moina salina
parece necesitar de un periodo de desecacion para reactivarse del periodo de dormancia.
Una vez eclosionadas las especies de rotiferos y cladéceros desde huevos de resistencia, en
el capitulo 5, se demostro que la respuesta de los parametros de historia de vida de estos
organismos no necesariamente sera igual a los patrones de eclosién de los huevos
diapausicos de las especies. Ademas, entre las especies de zooplancton, hay una amplia
variedad de respuesta a las variaciones de temperatura y salinidad inter e intraespecifica.
Por ejemplo, en rotiferos, las diferentes poblaciones de B. quadridentatus y L. bulla
presentaron respuestas diferentes en la longevidad y produccién de progenie a la
exposicién de temperatura y salinidad. En B. quadridentatus, la poblacién procedente del
humedal no salino Aneas mostrd la longevidad mds corta y con una produccion de neonatos
por individuo nula al aumento de salinidad de 5 g/L a baja temperatura (15°C) y el aumento
de temperatura era fatal para la poblacién. En cuanto a L. bulla, igualmente la poblacién de
Aneas mostré menor capacidad de adaptacién al incremento de temperatura y salinidad

respecto a la poblaciéon de El Trébol.

Los rotiferos es un grupo que esta representado por 1570 especies (Segers 2008), mientras

que los claddceros solo mantienen 620 especies (Forro et al. 2008), por lo tanto, es légico
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pensar que los rotiferos presenten mayor variedad de huevos diapdusicos, y que toda esta
diversidad de especies, tenga mas oportunidades de responder a los efectos del cambio
global por pura probabilidad numérica respecto a los claddceros. Ademads, aparentemente,
la fisiologia de los claddceros, parece no lograr tolerar los incrementos de temperatura en
comparacion con la de los rotiferos. Esto se logra ver desde la baja tasa de eclosién de
cladéceros a temperatura de 30°C y en caso de eclosionar, se pone de manifiesto en el

capitulo 5, como M. salina tiende a desaparecer por el efecto de la alta temperatura.

Otro resultado relevante que aportd esta tesis, es la respuesta de las especies de
zooplancton dependiendo del tipo de ecosistema en que se encontraran. Desde el capitulo
2, se puede observar como los humedales no salinos representaron los ecosistemas con
mayor riqueza tanto en las comunidades activas como en los bancos de huevos. En este
mismo capitulo, se pone de manifiesto, que, para medir la riqueza de las especies de forma
certera, es necesario el estudio tanto de las comunidades activas como de los bancos de
huevos debido a la gran diversidad que presentan estos ecosistemas y como expuesto
antes, a la poca informacion que se tiene sobre las estructuras de los huevos diapausicos.
En los capitulos 3, 4y 5, las especies de estos ecosistemas, hasta cierto limite (salinidad de
5 g/L) mostraron tener una mejor respuesta a los incrementos de temperatura y salinidad,
asi como a los periodos largos de desecacion (en temperatura de 15°C). En el capitulo 3, los
humedales no salinos representaron el mayor numero de eclosiones tanto de rotiferos
como de claddceros y, en el capitulo 4, las especies que lograron eclosionar después de
largos periodos de desecacidn fueron los rotiferos de los humedales no salinos de Charca
de Sudrez. Finalmente, en el capitulo 5, las especies no salinas estudiadas mostraron la
mayor produccion de neonatos por individuo a alta temperatura (30°C), en comparacién a

las especies hipersalinas.
En el caso de los ecosistemas hipersalinos, en el capitulo 2, se demostré que el estudio de
la rigueza mediante solo los bancos de huevos, es suficiente, ya que suele haber poca

riqueza de especies y en los bancos de huevos suelen representarse especies que en un
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momento en concreto no pudieron ser observadas por las variaciones de temperatura y
salinidad. También se demostrd, que las especies que habitan este tipo de ecosistemas tan
hostiles, estan bien preparadas para las variaciones de salinidad, pero el incremento de la
temperatura llega a ser un factor importante en la tasa de eclosion de las especies (capitulo
3), yen el desarrollo de su ciclo vital (capitulo 5), especialmente en claddceros. Sin embargo,
la desecacion parece ser primordial para el claddcero hipersalino M. salina, mientras que
para el rotifero B. paranguensis si es afectado por un periodo de desecacién, pero es la

especie que mejor tolera los incrementos de temperatura (capitulo 4).

Por ultimo, las lagunas de alta montafia, fueron los ecosistemas mas susceptibles a las
variaciones de temperatura, salinidad y desecacion, tanto en rotiferos como en cladéceros
respecto a los lagos hipersalinos y a los humedales no salinos. En el capitulo 3, se puede
observar como muy pocas especies lograron eclosionar (claddceros: Alona quadrangularis
y Alona sp. y el rotifero Lecane patella). Ademas, estas especies, con excepcion de un solo
organismo, eclosionaron en salinidad de 0.5 g/L a una temperatura de 15°C, y en los
experimentos de desecacién (capitulo 4) y de tabla de vida (capitulo 5) ya no se lograron
eclosionar individuos. Estos resultados sugieren que las especies de estos ecosistemas,
deben tener rangos muy especificos de temperatura y baja salinidad, y por tanto, su grado

de resiliencia seria muy bajo, comparado con el resto de los ecosistemas estudiados.

En definitiva, la resiliencia de las especies de zooplancton parece estar definitivamente
ligada a las caracteristicas del habitat. Las especies van sobrellevando las variaciones
climaticas paso a paso, es decir, primeramente, se adecuan a las posibilidades de eclosion,
y posteriormente, en una segunda etapa, necesariamente deberdn contar con les
mecanismos fisioldgicos necesarios para enfrentarse a las variaciones que surgiran durante
su periodo de vida, de otra manera, las poblaciones no lograran sobrevivir. Sin embargo, y
afortunadamente, las variaciones intraespecificas demuestran que algunas poblaciones,
podrian responder eficientemente a estas variaciones y por tanto mostrar su capacidad de

resiliencia para enfrentar exitosamente las condiciones del cambio global.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en los diferentes estudios realizados para esta tesis son:

1.- El analisis de la ultraestructura morfoldgica los huevos diapausicos del zooplancton con
microscopia optica (MO) y electrénica de barrido (MEB) es una herramienta valida para la
identificacion taxondmica de especies de rotiferos y cladéceros, y es una alternativa
rentable a las técnicas moleculares mas costosas de secuenciacion genética. Mediante el
analisis con MO y MEB es posible observar caracteres morfolédgicos (color, tamano,
ornamentacion, espacio extraembrionario) de los huevos de resistencia que permiten
identificar una gran variedad de morfotipos de huevos y, posteriormente, relacionarlos con
su respectiva especie. Hay alta especificidad de especie en la mayoria de las especies de
rotiferos, en cambio, los efipios de claddceros sdlo pueden ser identificados a nivel de

género.

2.- El nimero de especies presentes en la comunidad activa del zooplancton y en los bancos
de huevos del sedimento de sistemas lacustres no siempre coinciden. En general, la riqueza
de especies en la columna de agua es mayor que la de los huevos diapausicos. Esta
discordancia puede explicarse sobre todo por tres aspectos principales: la variabilidad inter-
especifica presente en la comunidad, las caracteristicas del ecosistema acudtico
relacionadas con la temporalidad del habitat, y la dificultad de diferenciar la morfologia de

los huevos de resistencia en algunos taxones.

3.- En cladéceros, generalmente el numero de especies de la columna activa tiende a ser
menor que el numero de huevos diapdusicos encontrados en los bancos de huevos, sin
embargo, para rotiferos, si bien la gran variabilidad que tienen las especies en su capacidad
de producir huevos diapdusicos y la poca informacién acerca de ellas complican el estudio
de la riqueza de especies mediante el estudio de los bancos de huevos, se detectd una

mayor riqueza de especies de rotiferos en la columna de agua
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4.- La conductividad, el drea superficial de los lagos, y el pH son las principales variables que
explican el tamafio de la reserva de huevos diapausicos saludables (considerados viables)
del zooplancton. Los humedales no salinos, con valores de conductividad intermedios (800-
4500 pS/cm) comparados con las lagunas de alta montafia y las hipersalinas, registraron
una alta abundancia de huevos de resistencia (hasta 22.03 huevos/g de peso seco). Aunque
no se observaron patrones claros que relacionen el area superficial de los sistemas con la
abundancia de huevos diapausicos, una mayor produccién de huevos diapausicos estd
asociada a los habitats mas pequenos o efimeros. Finalmente, valores de pH extremos

(10.4) podrian producir estrés en la comunidad y favorecer la produccién de huevos.

5.- El tipo de ecosistema (i.e., humedales no salinos, lagos hipersalinos y lagunas de alta
montafia) es la principal variable que explica las diferencias en la riqueza de morfotipos de
huevos diapausicos entre sistemas. Los humedales no salinos representaron el tipo de
ecosistema con mayor riqgueza de morfotipos de huevos de resistencia en el banco de

huevos activo, con hasta 10 morfotipos distintos de rotiferos y 4 de efipios de claddceros.

6.- De manera global, los incrementos en la temperatura y la salinidad afectan
negativamente al éxito de eclosion de los huevos de resistencia del zooplancton. Ademas,
un aumento en la temperatura induce las eclosiones en un menor tiempo en cualquier tipo
de ecosistema. En particular, las especies de rotiferos de los ecosistemas hipersalinos estan
mejor adaptadas al aumento de temperatura y salinidad, mostrando capacidad para
eclosionar en todos los escenarios planteados en este estudio (15 y 30°C, y desde 0.5 hasta
35 g/L de salinidad). En cambio, en los humedales no salinos, las especies de zooplancton
mostraron capacidad de adaptarse a variaciones de salinidad dentro de los primeros 5 g/L,
aungque si mostraron una mayor adaptacion a la mayor temperatura analizada. Por su parte,
la comunidad zooplancténica de las lagunas de alta montafia resultd ser poco resiliente

tanto a los aumentos de salinidad como de temperatura.
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7.- Las especies hipersalinas del complejo Brachionus plicatilis presentan diferentes
respuestas de eclosion (i.e., tasas y momentos de eclosion) a los aumentos de salinidad y
temperatura. B. dimidiatus y B. paranguensis muestran a 15°C una tendencia cuadratica a
la salinidad con valores intermedios de salinidad (5-15 g/L) que favorecen la eclosion. No
obstante, un aumento de la temperatura favorece el éxito de eclosidon de los huevos
diapausicos de estas especies a alta salinidad (35 g/L). En cambio, B. manjavacas presenta,
en todo el rango de salinidad estudiado, una mayor tasa de eclosion a 15°C, y al aumentar
la temperatura, la tasa de eclosidén disminuye considerablemente en todas las salinidades.
Por lo tanto, frente a un aumento de salinidad y temperatura debido al cambio climatico,
B. paranguensis y B. dimidiatus represen especies mucho mas resilientes comparadas con
B. manjavacas, que se ve afectada principalmente por aumentos en la temperatura. Con
respecto al dia de eclosién, en general, la alta temperatura adelanta el momento de
eclosion de las tres especies, no obstante, a una salinidad de 35 g/L se observd que la
temperatura no tenia efecto sobre el momento de eclosién de B. paranguensis y B.

dimidiatus.

8.- La respuesta de eclosidn varia también entre diferentes morfotipos de las especies de
rotiferos de agua dulce Brachionus angularis y Brachionus quadridentatus. Para B.
angularis, el aumento de la salinidad redujo significativamente el éxito de eclosidn de los
huevos diapausicos de ambos morfotipos. En cambio, ante un aumento de la temperatura
de 15 a 30°C, la tasa de eclosién de un morfotipo (B. angularis A) fue mayor que la del otro
morfotipo (B. angularis B). Para B. quadridentatus, en general, independientemente de la
temperatura y del morfotipo, la tasa de eclosién resultd mayor a las menores salinidades
ensayadas, y el morfotipo A presentd una mayor tasa de eclosién que el morfotipo B. Las
diferencias en la eclosidn de los huevos de resistencia de los dos morfotipos de B. angularis
y B. quadridentatus demuestran plasticidad intraespecifica en la respuesta a las variaciones

del medio ambiente, aumentando asi la probabilidad de sobrevivencia de las dos especies.
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9.- La desecacion del sedimento afecta considerablemente a la tasa de eclosién de los
huevos diapdusicos del zooplancton y la resiliencia de las diferentes especies a la desecacién
es distinta. Asi pues, en su conjunto, los rotiferos mostraron menor resiliencia a la
desecacion del sedimento que los cladéceros. Especialmente, las dos especies de rotiferos
B. paranguensis y Lecane bulla, se ven seriamente afectadas por la desecacién de sus
huevos de resistencia, hasta el punto que no podrian volver a colonizar la columna de agua
a partir de la eclosién desde el banco de huevos del sedimento después del llenado de las
lagunas. En cambio, los efipios del cladécero Moina salina aislados de la laguna temporal
estacional de Fuente de Piedra parecen no eclosionar sino es después de haber

experimentado un periodo de desecacion.

10.- La exposicion de los huevos de resistencia a una temperatura extrema de 40°C tiene un
efecto muy adverso sobre la resiliencia del zooplancton. De todas las especies estudiadas,
la Unica especie que puede colonizar la columna de agua después de alcanzar esta
temperatura es el rotifero B. paranguensis probablemente porque esta adaptada a vivir en
un habitat con condiciones extremas tanto de salinidad (hasta 30 g/L) como de temperatura

(hasta 30°C).

11.- Las especies de zooplancton de las lagunas de alta montafia de Sierra Nevada podrian
ser las mas afectadas debido al cambio climdtico, tanto por el incremento de la salinidad
del agua como por la posible desecacion de las lagunas. Por otro lado, los dos humedales
no salinos, El Taraje y El Trébol, fueron los lagos que presentaron el mayor numero de
eclosiones tras el periodo de desecacion. Por lo tanto, estos dos humedales no salinos,
presentan una mayor resiliencia frente a posibles cambios del régimen hidrico, ya que su
comunidad zooplanctdénica podria volver a colonizar estos cuerpos de agua tras un periodo

de sequia.

12.- Bajo un escenario de cambio global, hay una resiliencia diferencial al incremento de

temperatura y salinidad entre las distintas especies y dentro de cada especie de
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zooplancton. Esta variabilidad dificulta hacer generalizaciones sobre el papel del banco de
huevos diapdusicos en la resiliencia de las comunidades acuaticas a los efectos esperables
del cambio climatico. El peor escenario que puede producirse ante la salinizacién futura de
los humedales y lagunas, y el incremento de temperatura, al menos para las especies de
rotiferos estudiadas en esta tesis, es el aumento de la salinidad hasta 5 g/L dada la reduccién
de la longevidad y la produccion de descendientes viables de las especies de rotiferos de

agua dulce a estos niveles de salinidad.

13.- Los andlisis por taxdn muestran que, en general, los rotiferos son un grupo mas

resiliente respecto a los cambios de temperatura y salinidad que los cladéceros.

14.- Las diferencias observadas en rasgos ecolégicamente relevantes (i.e., longevidad y
produccion de descendientes) entre poblaciones de las especies de los rotiferos B.
quadridentatus y L. bulla en experimentos bajo las mismas combinaciones de temperatura
y salinidad, sugieren la existencia de diferenciacién ecoldgica dentro del complejo de
especies cripticas de estas especies, hasta ahora no determinada. Esta diferenciacion
sugiere, ademas, diferencias genéticas entre las poblaciones, un requisito esencial para

facilitar la adaptacion local a los cambios ambientales.

15.- Las especies hipersalinas de zooplancton son mas resilientes a los incrementos de
salinidad, aunque las especies hipersalinas de rotiferos presentes en este estudio
demostraron mayor adaptacion a aumentos de temperatura que el cladécero M. salina. En
efecto, esta especie, presentd un drastico decremento en la longevidad y produccion de

neonatos por individuo frente a incrementos de temperatura a 30°C.
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Apendices

Capitulo 1

Apéndice 1. Fotografias de los efipios de D. pulicaria en la laguna de Rio Seco extraidos de
la columna de agua.
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Capitulo 2.

Apéndice 2.1. Especies de rotiferos encontrados en la columna de agua de los once cuerpos

de agua estudiados.

Asplanchna sp. Brachionus angularis

e

B. quadridentatus B

B. manjavacas B. paranguensis

B. quadridentatus C

Collotheca ornata
Cephalodella gibba Cephalodella sp.

|

Euchlanis dilatata

Filinia terminalis Hexarthra fennica Keratella cochlearis
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Apéndice 2.1. continuacion

Lecane bulla

Lecane spl. Lecane sp2. Lecane sp3. Lecane sp4.

204



Apéndice 2.1. continuacion

Testudinella patina Trichocerca tenuior

Trichotria tetractis no identificado no identificado
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Apéndice 2.2. Morfotipos de huevos diapausicos de rotiferos encontrados en el sedimento

de los once cuerpos de agua estudiados.

Brachionus paranguensis

Brachionus manjavacas Brachionus dimidiatus

Brachionus bidentatus Brachionus quadridentatus A Brachionus calyciflorus

Brachionus angularis A Brachionus quadridentatus B

Brachionus sp1. Brachionus sp2. sin identificar

Brachionus angularis B

Lecane sp2.

Lecane spl. Lecane bulla
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Apéndice 2.2. continuacion

l | |

sin identificar sin identificar

Polyarthra sp.

sin identificar sin identificar Lepadella patella

Filinia terminalis Filinia sp. sin identificar

sin identificar sin identificar

Hexarthra sp. Hexarthra fennica Hexarthra bulgarica
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Apéndice 2.2. continuacion

sin identificar sin identificar

sin identificar

sin identificar sin identificar e/ anfear
Asplanchna sp1l. Asplanchna sp2. Asplanchna sp3.
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Apéndice 2.3. Especies de cladéceros encontrados en la columna de agua de los once
cuerpos de agua estudiados.

Alona sp2.

Ceriodaphnia pulchella

Daphnia pulex

Dunhevedia crassa

Macrothrix groenlandica

Moina salina

209



Apéndice 2.4. Morfotipos de huevos diapdusicos de claddceros encontrados en el
sedimento de los once cuerpos de agua estudiados.

i Daphnia sp.
Daphnia pulicaria Baphnia pulex AEER

Alona sp. Alona rectangula Alona quadrangularis

Chydorus sphaericus

Moina salitic Ceriodaphnia pulchella

Chydoridae
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