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Resumen

Hasta el momento, la mayoria de los estudios referidos al zooplancton de
las lagunas y rios pampeanos han sido llevados a cabo en el contexto de
investigaciones limnologicas anuales o estacionales analizando aspectos acerca
de su estructura y biomasa, acerca de su distribucion espacial y temporal, o
focalizados en el analisis de las relaciones de sus integrantes o algunas especies
en particular con depredadores tanto vertebrados como invertebrados. El analisis
de relaciones interespecificas entre determinados zooplanctontes o la incidencia
de factores de control tales como cambios en la conductividad, pH, temperatura,
etc. en las poblaciones de los principales integrantes de la comunidad han tenido
un escaso o nulo tratamiento. A partir del estudio de los ambientes someros
pampeanos en el marco de los estados alternativos se han vislumbrado
diferencias con lo registrado en el Hemisferio Norte, comprobando en el campo
que en el caso de los rotiferos existen diferencias muy notorias respecto a la
composicion y densidad alcanzada de acuerdo a la fase del equilibrio alternativo
en que se encuentren las lagunas de la region mientras que en los ambientes
léticos hay coincidencias faunisticas con lo registrado en rios de llanura de
regiones aridas y semiaridas del globo.

Las observaciones que se realizan en el campo, al igual que los
experimentos, son esenciales para proveer importantes herramientas en la
realizacion de una buena diagnosis de los cuerpos de agua. Como los
interrogantes son numerosos y abarcan a un abundante nimero de intérpretes,
se ha decidido focalizar este estudio en factores que presentan mayor incidencia
en las lagunas y rios pampeanos como son la variacion de la salinidad, la
temperatura, la cantidad y calidad de alimento y la presencia de macrofitas
sumergidas (s6lo en lagunas). Salinidad y temperatura son factores de control
importantes en los ambientes pampeanos y se ha comprobado a campo que
varias especies de rotiferos, principalmente del género Brachionus dominan a
diferentes concentraciones de salinidad y estaciones climaticas. El alimento
(calidad y cantidad de algas planctonicas) es un factor limitante que provoca una
condicion de hambre en los pastoreadores y puede llevar a una fuerte reduccion
en sus poblaciones, siendo tan importante como el efecto de la depredacion por
parte de vertebrados e invertebrados. Como el zooplancton herbivoro reduce las
algas y cambia la estructura de la comunidad fitoplanctonica en los ambientes

pampeanos debe analizarse el efecto de los rotiferos pastoreadores que alcanzan




una densidad considerable y que compiten con especies de cladoceros

consideradas poco eficientes.

Por todo lo expuesto la utilizacion de experiencias de laboratorio y
microcosmos para analizar relaciones interespecificas asi como determinar el
efecto de algunos factores de control son experiencias complementarias con las
investigaciones a campo ya realizadas. Sus principales bondades radican en la
replicabilidad, velocidad de los procesos, control de las variables, y utilizacion a
escalas de individuos y comunitarias. Como modelos vivos, los microcosmos
tienden un puente entre los detalles de la realidad con las abstracciones de los
sistemas generales, revelando los principios de las vias en que todos los sistemas
trabajan.

En el desarrollo de esta tesis se han cultivado y establecido las tasas de
crecimiento de dos especies de algas cloroficeas comUnmente utilizadas como
cultivos en laboratorio (Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus) y en
experimentos con organismos herbivoros por ser. Se ajusto y optimizé la técnica
de recuento digitalizado de células algales de manera de hacer mas eficiente el
procesamiento de datos en la fase de experimentacion y se relaciono la densidad
del alga con la turbidez mediante un modelo lineal que permitié el monitoreo
inmediato de los cultivos, siendo una técnica innovadora y con la posibilidad de

ampliar su utilizacion a otras especies de algas.

Se han cultivado y establecido la tasa de crecimiento de algunas de las
especies de rotiferos y cladoceros presentes en las lagunas y rios pampeanos
(Brachionus plicatilis, B. calyciflorus, Euchlanis dilatata, Plationus patulus y
Asplanchna sieboldii entre los rotiferos y Moina macrocopa, Macrothrix triserialis,
Alona glabra y Simocephalus vetulus entre los cladéceros). Los valores obtenidos
se relacionaron con la importancia numérica y frecuencia de estas especies en la
naturaleza, explicando como algunas son dominantes mientras que otras sélo se

presentan en determinadas épocas del ano.

La cepa de B. plicatilis obtenida en el rio Salado muestra una destacada
plasticidad frente a diversos niveles de conductividad que junto a su elevada tasa
de crecimiento poblacional le posibilitan ser protagonista destacado en el
zooplancton ya que alcanza elevadas densidades en la mayoria de los sectores
loticos de la cuenca y en ciertas ocasiones en los ambientes lénticos que
pertenecen a la misma. Asi, se han analizado mediante experiencias de

laboratorio y microcosmos como afectan los cambios de salinidad y temperatura
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al representante mas conspicuo de estos cuerpos de agua. Se evaluo la respuesta

de Brachionus plicatilis ante la disminucion y aumento de conductividad,
generando rangos y Optimos en laboratorio que coincidieron con aquéllos
observados en las poblaciones naturales de la regiéon (conductividad minima de 2
mS/cm y optimos entre los 5 y 8 mS/cm), demostrandose asi que la variacion
genética en cada cepa de esta especie es un factor clave para entender como ésta
responde ante un disturbio determinado segin su distribucién geografica,
poniendo en evidencia la importancia de conocer entonces estos parametros para
las cepas locales. Para la misma especie se evalu6é su desarrollo poblacional en
respuesta a un cambio de temperatura. Los picos observados en la densidad
para las poblaciones naturales de esta especie durante las temporadas de
primavera-verano, muestran su preferencia por las temperaturas calidas (25°C).
Sin embargo, a nivel experimental pudo demostrarse que, en condiciones
optimas de salinidad esta especie también puede soportar temperaturas menores

(15°C) manteniendo una poblaciéon con menor densidad a lo largo del tiempo.

Finalmente se evaluo el efecto de pastoreo sobre el alga C. vulgaris por
separado para especies de rotiferos (B. plicatilis), copépodos calanoideos
(Notodiaptomus incompositus) y cladéceros (Moina micrura, Diaphanosoma birgeiy
Simocephalus vetulus) para éstos ultimos en presencia y ausencia de vegetacion
sumergida. Se relaciono la biomasa de las distintas especies con su consumo y
encontrandose una relacion con los habitos alimentarios de cada una de las
especies, demostrando que M. micrura es un filtrador mas eficiente respecto a S.
vetulus y B. plicatilis. El copépodo N. incompositus a pesar de ser un raptor que
debe capturar las particulas presento valores similares a los de menor eficiencia
filtradora, demostrando que este método de alimentacion no constituye una
desventaja. El rotifero B. plicatilis, a pesar de ser catalogado como filtrador poco
eficiente, ha demostrado que con equivalente biomasa tiene una capacidad de
consumo similar a los organismos de mayor porte como S. vetulus y N.
incompositus, evidenciando de esta manera que es una especie a tener en cuenta
a la hora de evaluar su efecto sobre el fitoplacton en los ecosistemas naturales
ya que como se ha mencionado anteriormente es una especie que en la

naturaleza puede alcanzar altas densidades en condiciones favorables.
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Abstract

Until now, most of the studies performed about the zooplankton community
of the pampean lakes and rivers have been carried out in the context of annual
or seasonal limnological investigations, analyzing aspects about its structure and
biomass, in its spatial and temporal distribution, or focused on the analysis of
relationships of its members or particular species with both vertebrate and
invertebrate predators. The analysis of interspecific relationships between certain
zooplankton and the incidence of control factors such as changes in conductivity,
pH, temperature, among others, in the populations of key members of the
community have been little or not analyzed at all. In studies performed in
pampean shallow lakes in the context of the alternative states theory, notable
differences have been reported in comparison with the results obtained in the
Northern Hemisphere, for example, in the pampean region, the rotifers have
always a prominent role. Moreover, in the Salado River and tributaries the
composition of the zooplankton is similar to that recorded in lowland rivers in

arid and semiarid regions of the world.

Field observations as well as laboratory experiments are essential to provide
important tools for a good diagnosis of water bodies. Taking into account the
numerous questions and the abundant number of players, this study will be
focused on the factors with the greatest impact on the pampean lakes and rivers,
such as changes in salinity, temperature, quantity and quality of food and the
presence of submerged macrophytes (exclusively in lakes). Salinity and
temperature are important factors in controlling pampean environments and
extensive and intensive investigations have established that several rotifer
species, mainly of the genus Brachionus dominate at different concentrations of
salinity and at different seasons of the year. Food (quality and quantity of
phytoplankton) is a limiting factor that causes a condition of hunger in grazers
which can lead to a strong reduction in their populations, being as significant as
the effect of vertebrate and invertebrate predation. The herbivorous zooplankton
reduces algae density and changes the structure of the phytoplankton
community in pampean environments. For this reason, the effect of rotifer
grazers that reach considerable density and compete with non efficient

cladocerans must be analyzed.

Taking into account the above mentioned points, the use of microcosm and

laboratory experiments to examine interspecific relationships and to determine
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the effect of some control factors are complementary experiences with field

investigations already carried out. The main advantages of the experiments are
linked to the replicability, speed processes, control of variables, and use of scales
ranging from individuals to community. The microcosms, as live models, are the
link between the reality details and the general system abstractions, revealing

how systems are working.

In this study, it was possible to perform cultures of two Chlorophyceae
species (Chlorella vulgaris and Scenedesmus acutus), commonly used in
laboratory cultures and in experiments as food for grazers. The growth rate was
established for both species. In addition, the digitized count technique of algae
was adjusted and optimized in order to simplify the data processing during the
experimental phase. The algae density and the turbidity measurement were
associated with a linear model that allowed the immediate monitoring of the
cultures. The use of this innovative technique could be expanded to other algae

species.

Cultures and their growth rates were established for some rotifer and
cladoceran species present in the pampean lakes and rivers: Brachionus plicatilis,
B. calyciflorus, Euchlanis dilatata, Plationus patulus and Asplanchna sieboldii
among the rotifers and Moina macrocopa, Macrothrix triserialis Alona glabra and
Simocephalus vetulus among cladocerans. The obtained values are in agreement
with the occurrence of these species in nature, explaining why some of them

dominate and others only occur at certain periods.

The strain of Brachionus plicatilis obtained in the Salado River shows a
remarkable plasticity at different levels of conductivity coupled with its high
growth rate allowing this species to predominate in most of the lotic sectors of

the basin.

For this reason, we have analyzed by laboratory experiments the response
of the most conspicuous zooplankton component of these bodies of water to
salinity and temperature changes. We obtained the ranges and optimum value of
conductivity for the species that coincided with those observed in natural
populations of the basin (minimum conductivity of 2 mS/cm and optimum
between 5 and 8 mS/cm), demonstrating that the genetic variation between each
strain of this species is a key to understanding how it responds to a given

disturbance according to its geographical distribution, highlighting the
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importance of obtaining information for local strains. For the same species,
population development was evaluated in response to a temperature change. The
density observed in natural populations of this species during the seasons of
spring and summer peaks show a preference for warm temperatures (25 ° C).
However, it could be shown experimentally that, in optimal salinity this species
can also withstand lower temperatures (15 ° C) to maintain a less dense

population over time.

Finally, the effect of grazing was evaluated on the algae C. vulgaris
separately for species of rotifers (B. plicatilis) calanoid copepods (Notodiaptomus
incompositus) and cladocerans (Moina micrura, Diaphanosoma birgei and
Simocephalus vetulus) to the latter in the presence and absence of submerged
vegetation. Biomass of each species was related to its consumption and a
relationship with the feeding habits of each species was found, showing that M.
micrura is a more efficient filter in comparison with S. vetulus and B. plicatilis.
The copepod N. incompositus, despite being a raptor that must capture particles,
presented similar consumption values to those with minor filtering efficiency,
showing that the copepod feeding behavior is not a disadvantage. The rotifer B.
plicatilis, despite being considered as an inefficient filter, has shown that with an
equivalent biomass it has a similar consumption capacity to larger sized
organisms such as S. vetulus and N. incompositus. This demonstrates that this
species can be taken into account when assessing its effect on phytoplankton in
natural ecosystems due to its capacity to reach high densities in favorable

conditions.
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INTRODUCCION GENERAL

Los integrantes del zooplancton, tanto en ambientes lénticos como en
loticos, tienen un papel trascendental en la cadena trofica pelagica (Sommer et
al., 2001; Gliwicz, 2002; entre otros).

La diversidad del zooplancton esta influenciada por factores locales y
regionales (Dodson, 1992; Hobaek et al., 2002) que incluyen caracteristicas
fisicas y quimicas del agua (Shurin et al., 2010; Claps et al., 2011; Wagner &
Adrian, 2011), e interacciones interespecificas (Shurin, 2000; 2001; Carpenter et
al., 2001).

Estudios recientes han evaluado la biodiversidad global del zooplancton
senalando que sus integrantes se ven afectados negativamente por las
actividades humanas, que pueden llevar a una disminucion de la diversidad o la
extincion incluso local de algunas especies (Segers, 2008; Boxshall & Defaye,
2008; Forro et al., 2008). Sin embargo, el efecto de las actividades humanas no
es similar entre los grupos zooplancténicos debido a que su ecologia e historia de
vida son diferentes (Allan, 1976), mostrando respuestas divergentes a cambios
ambientales, favoreciéndose a uno de ellos en detrimento del otro o estimulando
la competencia entre ellos (Lampert & Sommer, 1997).

En lagos templados, el zooplancton presenta un patron definido en su
desarrollo sucesional y es repetible ano tras ano siendo factores fundamentales
la temperatura, el alimento y la depredacion por peces (Sommer et al., 1986),
mientras que en lagos someros es mas variable ya que ademas influyen otros
factores como la turbidez y las precipitaciones, y las interacciones
interespecificas son mas complejas (Rettig et al., 2006).

Dodson (1974) identifico el papel de peces e invertebrados depredadores
en la regulacion de la biomasa, el tamano, y las estrategias reproductivas de
crustaceos del zooplancton en lagos templados, perfeccionando la hipotesis de
eficiencia del tamano (Brooks & Dodson, 1965). En lagos subtropicales de USA se
ha comprobado que el zooplancton esta dominado por copépodos resistentes a la
depredacion y pequenos cladoceros (Havens & Beaver, 2011), reafirmando el
modelo de tamano decreciente con la latitud (Dodson, 1992). En estos ambientes,
la riqueza de especies es relativamente alta y la biomasa total es escasa, con
dominio de pequenos cladoceros, a veces ausentes en verano y baja proporcion

de la relacion del zooplancton con la biomasa fitoplancténica como respuesta a la
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intensa depredacion de peces, la palatabilidad algal y la temperatura estival.
Hillbricht-Ilkowska (1977) observo que los valores mas bajos de eficiencia de la
produccion del zooplancton herbivoro se obtienen en cuerpos de agua ultra-
oligotroficos o eutroficos y sugirio que el predominio de nanoplancton en los
lagos oligo y mesotroficos permite una alta eficiencia de consumo y produccion
de parte de los herbivoros, mientras que la mayor importancia de la cadena
alimentaria del detritus en aguas eutroficas reduciria el pastoreo del
fitoplancton. Asimismo, McCauley & Kalff (1981) postularon que la reducciéon en
la proporcion de nanoplancton con el aumento de trofia podria ser responsable
de la disminucion del cociente entre la producciéon del zooplancton respecto al
fitoplancton.

El concepto de la cascada trofica fue aplicado por primera vez en sistemas
pelagicos por Carpenter et al. (2001) para describir la influencia de los niveles
superiores de la cadena tréfica respecto a los inferiores y se ha convertido en una
herramienta de restauracion de lagos, incluso antes de que el concepto se
formalizara como teoria. Con el fin de aumentar la transparencia del agua de los
lagos eutrofizados, se eliminan a los peces zooplanctivoros para que prolifere el
zooplancton herbivoro que a su vez controla al fitoplancton (Shapiro & Wright,
1984). Para la experimentacion se utilizaron preferentemente mesocosmos, que
respaldaron la teoria mientras que los resultados de manipulaciones en lagos no
fueron del todo concluyentes (Benndorf, 1990; Brett & Goldman, 1996). En lagos
someros, los peces planctivoros afectan negativamente a la biomasa de
cladoceros, pero tienen poco o ningun efecto sobre la biomasa total del
zooplancton y no se puede producir un efecto en cascada sobre el fitoplancton
que promueve reduccion de la transparencia. Segun Gliwicz (2002), las fuerzas
“top down” controlan la biomasa y la densidad zooplancténica asi como también
el tamano corporal de sus integrantes mientras que las fuerzas “bottom up”
influyen en la tasa de crecimiento individual, en la de la asimilacion y la
reproduccion.

Se considera que el zooplancton ayuda al fitoplancton en ambientes con
limitacion de nutrientes mediante la excrecion de nutrientes disueltos y
reduciendo la biomasa de algas palatables. El concepto de la limitacion de
nutrientes impulsada por el consumidor (Elser et al., 2001) reconoce la demanda
de nutrientes para el crecimiento del zooplancton y la posibilidad de un
desequilibrio entre la demanda de nutrientes por parte del zooplancton y el

contenido de nutrientes de sus alimentos (Elser & Urabe, 1999). En un
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pronunciado desequilibrio estequiométrico entre herbivoros y su alimento,
algunos nutrientes seran retenidos en la biomasa de zooplancton en vez de ser
reciclados, y la escasez de este nutriente para el fitoplancton serd aun mas
pronunciado, mientras que el nutriente en exceso se recicla (Urabe et al., 1995).
Los copépodos son generalmente mas ricos en N, mientras que cladoceros son
mas ricos en P (Sommer & Sommer, 2006) por lo que el fitoplancton tendria
limitacion de P en presencia de Daphniay de N si el dominio es de los copépodos
(Feuchtmayr, 2004).

Hasta tres décadas atras, el estudio del zooplancton se centraba
principalmente en los crustaceos, principalmente en cladéceros del género
Daphnia ya que son los herbivoros mas importantes en lagos profundos mientras
que a los copépodos y los rotiferos se los reconocia sélo a nivel regional. El
descubrimiento de la red trofica microbiana (Pomeroy, 1974) implicoé que existen
uno o dos (nanoflagelados heterotrofos, ciliados, rotiferos) niveles troficos entre el
nanoplancton y los crustaceos planctonicos. Actualmente los crustaceos
herbivoros son reconocidos como omnivoros, tomando en consideracion el modo
de alimentacion individual y espectros de tamano de alimento que se consideran
mas importantes que el caracter autotrofo o heterotrofo de la presa seleccionada.
Los cladéceros herbivoros son filtradores que no pueden seleccionar las algas
individualmente y para algunas especies de Daphnia el rango del alimento es de
1 a 20 - 30 um mientras que los copépodos seleccionan las particulas en forma
individual, siendo los criterios de seleccion mas importantes el tamano de la
presa, la motilidad y la calidad quimica (DeMott, 1988). Los copépodos tienden a
alimentarse de algas de mayor tamano que los filtradores pero evitan el consumo
de algas toxicas, con menor calidad nutricional o las que producen mucus o
dinoflagelados (Mitra & Flynn, 2005). Los rotiferos, al ser mucho mas pequenos
que las especies de Daphnia, son importantes cuando los peces reducen la
abundancia de este cladécero debido a que los recursos pueden ser consumidos
sin competencia por interferencia (Gilbert, 1985) ya que se alimentan dentro del
espectro del tamano de alimento de Daphnia.

En lagos someros, los rotiferos constituyen un eslabon importante en la
cadena alimentaria (Gilbert, 1988). El desarrollo de los rotiferos esta influenciado
por factores abidticos y bidticos como por ejemplo la inestabilidad de la
temperatura y salinidad del agua, la calidad del alimento, competencia y
depredacion (Dumont & Sarma, 1995; Rothhaupt, 1995; Kumar & Rao, 2001;

Kumar, 2003). Algunos trabajos se han realizado para analizar el efecto
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combinado de la temperatura y la salinidad sobre la dinamica poblacional de
estos zooplanctontes (Fernandez-Araiza et al., 2005; Yin & Zhao, 2008). La
depredacién por parte de especies de Asplanchnay de copépodos ciclopoideos y
calanoideos promueve una disminucion estacional de las poblaciones de rotiferos
y la sustitucion de las especies (Brandl, 2005) mas que la competencia por el
alimento (Diéguez & Gilbert, 2002). Los cladoceros también pueden tener un
efecto negativo debido a la interferencia mecanica en la toma de alimento
(Gilbert, 1988; Fussmann, 1996; Kak & Rao, 1998; Nandini et al., 2002).

Los lagos someros del Hemisferio Norte pueden diferenciarse en aquellos
dominados por macroéfitas con o sin turbidez inorganica y los dominados por el
fitoplancton (Dokulil & Teubner, 2003; Rooney & Kalff, 2003). En estos
ambientes se ha demostrado la existencia de dos estados alternativos de
equilibrio determinados por la presencia o ausencia de macréfitas sumergidas,
que promueve importantes cambios estructurales en el plancton tanto a nivel de
productores como de herbivoros, provocando variacion en la dinamica de
nutrientes, con el consecuente cambio en el estado tréfico (Goldsborough &
Robinson, 1996; Cano et al., 2008). La presencia de macréfitas controla la accion
de los pastoreadores (Jeppesen et al., 1997; Lauridsen et al., 1999). Cuando hay
ademas macrofitas emergentes, éstas afectan la concentracion de fosforo en el
agua reduciendo la resuspension desde los sedimentos (Horppila & Nurminen,
2001). Otro factor importante en la dinamica de las comunidades algales es la
presencia de sustancias alelopaticas liberadas por las macrofitas sumergidas
(Gross, 2003), mecanismo fundamental en el establecimiento y mantenimiento de
la fase clara por Scheffer (1998).

El efecto de depredadores vertebrados e invertebrados (Matveev et al.,
1989) sobre el zooplancton pastoreador es importante en la transicién hacia el
estado de equilibrio de aguas claras con macréfitas y menor eutrofizacién o de
aguas turbias sin macroéfitas y mayor eutrofizacion (Meijer et al., 1999; Scheffer
et al.,, 1993). A partir de estas secuencias naturales y con técnicas de
biomanipulaciéon se ha logrado con éxito recuperar un gran numero de lagos
someros europeos (Jeppesen et al., 1991; Meijer & Hosper, 1997; Scheffer, 1998).

Cabe senalar que a pesar de la extensa existencia de literatura a escala
mundial, ésta no se corresponde con las caracteristicas particulares de los
ambientes acuaticos presentes en nuestra regién, no solamente por los
protagonistas involucrados sino también por factores hidrometeorolégicos

implicados.
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Las lagunas pampeanas se caracterizan porque su composicion quimica
estd dominada por los aniones cloruro o bicarbonato y entre los cationes por el
sodio influenciada por la litologia de las cuencas (Miretzky et al., 2000). Los
cambios en el nivel hidrométrico de las lagunas estan vinculados al régimen de
precipitaciones, estructuras hidraulicas para regular los efectos de inundaciones
y sequias, el grado de vinculacion con otros sistemas lénticos y el grado de

conexion con un sistema lotico.

Segiin Quir6os et al. (2002), al igual que en la diferenciacion de lagos
someros del Hemisferio Norte, se distinguen tres tipos de lagunas pampeanas: 1)
aquellas dominadas por macrofitas sumergidas en un estado claro con una
relativamente baja biomasa de fitoplancton, 2) las que no tienen vegetacion
sumergida y gran desarrollo de fitoplancton y son tipicamente turbias, 3) las que
presentan turbidez inorganica que determinan ausencia de macroéfitas

sumergidas y escaso desarrollo del fitoplancton.

Se considera que las lagunas eran naturalmente claras por efecto de la
vegetacion sumergida, pero el aumento de las actividades humanas promovi6 que
se volvieran mas eutroficas (Sosnovsky & Quirdés, 2006) y se convirtieran en
turbias por fitoplancton o turbias inorganicas (Quirds et. al, 2002). Las algas
nanoplancténicas, principalmente flageladas dominan en las lagunas claras
mientras que clorococales, diatomeas y cianobacterias lo hacen en las turbias
por fitoplancton y los dos ultimos grupos mencionados en las turbias inorganicas

(Allende et al., 2009; Silvoso et al., 2011).

De acuerdo a Casco et al. (2010), las lagunas pampeanas son resilientes a
los cambios y que la alternancia de periodos humedos y secos que ocurren

naturalmente en la region las beneficia e impide una mayor eutrofizacion.

Los estudios realizados acerca de la estructura del zooplancton en las
lagunas pampeanas son escasos, pudiéndose citar como pioneros los efectuados
por Olivier (1961) y Ringuelet et al. (1972). En las ultimas décadas, se han
efectuado investigaciones en ambientes particulares como la laguna de Lobos
(Boltovskoy et al. 1990), San Miguel (Gabellone et al. 2001; Solari et al. 2002),
San Miguel del Monte (Benitez, 2008; Benitez y Claps 2000, Claps et al. 2002;
2004; 2011), Gomez y Carpincho (Rennella & Quirds, 2006), Lacombe (Ardohain,
2008; Ardohain et al., 2005), Chascomus (Diovisalvi et al., 2010), de Los Padres

(Weigand, 2011). Todos los estudios pusieron de relieve la importancia de
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rotiferos y estadios larvales de copépodos en la abundancia zooplanctonica de

dichas lagunas. Asimismo, debe senalarse investigaciones en lagos someros de
la provincia de La Pampa que incluyen ambientes subsalinos y salinos, por lo
que la estructura del zooplancton puede ser similar a la de las lagunas
previamente mencionadas en la provincia de Buenos Aires (Echaniz et al., 2008)
o estar dominado por especies tipicamente haléfitas (Echaniz & Vignatti, 2002;
Echaniz et al., 2006; 2013; Vignatti et al., 2007).

Asimismo, se han llevado a cabo estudios acerca de los efectos de
depredadores principalmente peces en el zooplancton en experimentos “in situ”
como Gonzalez Sagrario & Balseiro (2003), experimentos en mesocosmos “ex
situ” (Boveri, 2009) o del analisis de ambas comunidades (Rennella & Quiros,
2002; Chaparro, 2013). Las investigaciones que involucran la utilizacion de
mesocosmos en las lagunas para evaluar relaciones tréficas con el fitoplancton
son aun mas escasas (Gonzalez Sagrario & Balseiro, 2002; Sinistro et al., 2007;
Llames et al., 2009; Fontanarrosa et al., 2010).

En el marco de la hipétesis de los estados alternativos, se pueden citar
trabajos que analizan el efecto protector de las macroéfitas sumergidas para el
zooplancton (Gonzalez Sagrario et al., 2009), relaciones troficas en lagunas claras
y turbias (Sosnovsky et al, 2010) o la distribuciéon vertical de los rotiferos
planctonicos (Claps et al., 2011).

También se han estudiado patrones de migracion del zooplancton en su
conjunto (Benitez & Claps, 2009; 2012) o de determinadas especies (Weigand &
Escalante, 2008).

En rios de llanura como el rio Salado (Buenos Aires), en contraposicion
con lo que ocurre en los lagos, el zooplancton esta expuesto a la deriva, a
cambios bruscos de temperatura, a la turbulencia que pueden ser obstaculos
para el mantenimiento de las actividades de alimentacion, de depredacion, y de
reproduccion (Dickerson et al., 2010).

Las llamadas “zonas muertas” que incluyen sectores del cauce con menor
velocidad de corriente y la planicie de inundacion son aprovechadas por los
zooplanctontes para la reproduccion (Davidson Jr. et al., 2000; Lair, 2006)
mientras que los crustaceos realizan migraciones diarias tanto verticales como
laterales en los rios similares a las efectuadas en los lagos (Casper & Thorp,
2007).

Se ha comprobado que en verano con bajo caudal, el zooplancton esta mas

controlado por factores bidticos (Rossetti et al., 2009; Bertani et al., 2012) que
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por los abidticos senalados previamente y que en esas circunstancias la

composicion fitoplanctonica esta regulada por el pastoreo de los herbivoros
(Goselain et al., 1998) mientras que la competencia y depredacion definen la
estructura zooplanctonica.

El zooplancton se recupera rapidamente después de eventos de
perturbacion como son los incrementos de caudal, lo que evidencia la
importancia de los mecanismos de autorregulacion en las poblaciones que lo
integran (Rossetti et al., 2009).

Los rotiferos predominan tanto en riqueza especifica como en abundancia.
Los braquidnidos (Brachionus y Keratella) son los mas destacados. El predominio
de los rotiferos esta vinculado a su menor susceptibilidad a los efectos de los
sélidos en suspension respecto a los crustaceos (Kirk & Gilbert, 1990; Holst et
al., 2002), aunque especies de Bosmina y quidéridos pueden ser abundantes.

Se ha demostrado que el incremento de la biomasa del zooplancton debido
al aumento de los crustaceos esta en relacion directa con la “edad del agua”
(mayor tiempo de residencia del agua) (Baranyi et al., 2002).

Los estudios que involucran al zooplancton en ambientes de la provincia
de Buenos Aires son muy escasos, pudiéndose mencionar los realizados en la
cuenca Delta (Modenutti & Claps, 1988; Modenutti, 1991), en la cuenca del rio
Samborombén (Modenutti, 1998), en ambientes loticos contaminados
(Modenutti, 1987a; 1987b; Castarie et al., 1998; Olguin et al., 2004).

En la cuenca del rio Salado se han efectuado investigaciones acerca del
zooplancton en forma extensiva en toda la cuenca (Neschuk et al., 2002 ga;
Neschuk et al., 2002 b; Claps et al., 2009) y en sectores particulares de la misma
(Gabellone et al. 2001; Solari et al. 2002; Dippolito et al., 2010; Gabellone et al.,
2014). Como resultado de estos estudios se ha reconocido la contribucion de
inoculos al potamoplancton efectuada por ambientes lénticos asociados al rio
(Gabellone et al. 2001; 2003; Solari et al. 2002) y que la composicion especifica
de los rotiferos responde a factores como la temperatura, conductividad, caudal y
la disponibilidad de algas palatables (Neschuk et al., 2002 a; Claps et al., 2009;
Gabellone et al., 2014).

Como lo ha senalado Bertolo (1998), los estudios en laboratorio o
mesocosmos reducen al minimo los efectos de confusiéon, siendo 6ptimos para el
estudio de determinados parametros (efectos de la luz, reciclaje, kairomonas). La
comparacion de los sistemas simples (mesocosmos) con modelos tedricos

sencillos y sistemas naturales complejos parece ser un camino prometedor para
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la mejora de nuestros conocimientos sobre el funcionamiento de los ecosistemas

acuaticos (Bertolo et al., 1999). Los resultados son alentadores a pesar del
pequeno numero de repeticiones y la relativa simplicidad. Son adecuados para
estudiar los mecanismos de estructuracion de los sistemas ecologicos. Los
sistemas naturales mucho mas complejos es poco probable que respondan en
forma tan lineal como los sistemas experimentales. Si se tiene en cuenta la
heterogeneidad de los sistemas en los experimentos, la controversia sobre las
escalas mas apropiadas en ecologia (replicacion vs realismo) es probablemente
un falso debate. Los mesocosmos pueden considerarse versiones “minimas” de
los ecosistemas y comprender las simplificaciones en que trabajan es
probablemente un buen enfoque.

Sommer et al. (2001) definen que los experimentos a escala de
mesocosmos son necesarios en lugar de estudios de campo comparativos o
manipulaciones de lagos para poder diferenciar el efecto pastoreador de los
integrantes del zooplancton ya que la exclusion total de los tipos funcionales de
zooplancton es imposible cuando el zooplancton se manipula indirectamente
eliminando los peces. Incluso los ensayos deben ser breves para analizar la
respuesta del fitoplancton sin permitir una retroalimentacion al cambiar los
patrones de crecimiento del zooplancton. Una mayor duracion de los
experimentos posibilita que algas no palatables inicialmente indetectables
dominen la biomasa.

La utilizacion de experiencias de laboratorio y microcosmos para analizar
relaciones interespecificas asi como determinar el efecto de algunos factores de
control son experiencias complementarias con las investigaciones a campo
(Carpenter, 1996) ya realizadas y sus principales bondades radican en la
replicabilidad, velocidad de los procesos, control de las variables, y utilizacion a
escalas de individuos y comunitarias (Drake et al., 1996; Huston, 1999). Debido
a las ventajas de replicabilidad, control y bajo costo, los microcosmos han sido
utilizados en todas las areas de la ecologia moderna. Drake et al. (1996) y Huston
(1999) definen los rasgos positivos que tiene este tipo de estudio en el
conocimiento, principalmente a escala comunitaria, ya que en estas
investigaciones los fenomenos registrados en el campo son exhaustivamente
examinados en el laboratorio extendiendo y ajustando el conocimiento del rango
dinamico de mecanismos y procesos. Los objetivos de utilizar esta metodologia
son generar nuevas hipotesis, testear predicciones teodricas, entender

mecanismos causales en definitiva integrar las piezas conceptuales en una
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ciencia. En todo momento, se deja claro que este tipo de investigacion no
reemplaza a las de campo sino que las complementa ya que ninguna de las dos
alcanza de manera individual para conocer el sistema en forma completa. Como
modelos vivos los microcosmos tienden un puente entre los detalles de la
realidad con las abstracciones de los sistemas generales, revelando los principios
de las vias en que todos los sistemas trabajan (Beyers & Odum, 1993).

A nivel mundial, existe una vasta bibliografia de trabajos experimentales
referentes a integrantes particulares del zooplancton, siendo algunos de los
pioneros los realizados por Starkweather (1981), Sarma (1985), Miracle & Serra
(1989), Stemberger (1990), Sarma &Rao (1991).

Hay escasos antecedentes en lo referente a experiencias acerca de
relaciones interespecificas (depredacion, herbivoria, etc.) de integrantes
conspicuos del zooplancton de lagunas y ambientes 16ticos bonaerenses. Pueden
senalarse las realizadas acerca de Keratella tropica (Marinone & Zagarese, 1991;
Zagarese & Marinone, 1992), Daphnia spinulata (Ardohain, 2008; Benitez, 2008,
Ruiz et al., 2008) y Notodiaptomus incompositus (Weigand, 2011)

A partir del estudio de los ambientes someros pampeanos en el marco de
los estados alternativos se han vislumbrado diferencias con lo registrado en el
Hemisferio Norte (Jeppesen et al., 2005) dando como origen a interrogantes que
solamente se pueden responder en un marco experimental en el laboratorio que
permite un control mas acabado de algunos de los factores involucrados. Se ha
comprobado en el campo de acuerdo a la fase del equilibrio alternativo en que las
lagunas se encuentren, que en el caso de los rotiferos existen diferencias muy
notorias respecto a la composicion y densidad alcanzada (Ardohain et al., 2005).

El zooplancton herbivoro reduce las algas y cambia la estructura de la
comunidad, siendo importante en la mayoria de los lagos la accion de los
cladoceros de mayor porte, mientras que en las lagunas pampeanas debe
analizarse por ejemplo el efecto de los rotiferos que alcanzan una densidad
considerable que compiten con especies de cladéceros consideradas poco
eficientes (especies del género Diaphanosoma, Moina, Simocephalus, Alona). En
general se considera que cuando la densidad de pastoreadores es baja, se
promueve la presencia de algas grandes y menos palatables, mientras que si el
pastoreo es considerable, esto no ocurre, ya que estas algas son eliminadas antes
de alcanzar su tamano maximo, por no poder evitar los pastoreadores. También

hay que tener en cuenta que cuando el ambiente acuatico presenta elevada
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concentracion de nutrientes, las algas se ven beneficiadas y el efecto de los

pastoreadores sobre el fitoplancton es menos evidente (Burks et al., 2002).

La composicion especifica del zooplancton en los rios de llanura del
mundo es muy similar (Basu & Pick, 1997) debe tomarse en cuenta que las
poblaciones locales pueden tener respuestas muy diferentes frente a factores
abioticos (por ejemplo temperatura y salinidad) y bioticos (por ejemplo pastoreo).

En los rios, cada especie tiene un conjunto de o6ptimos, que se pueden
alcanzar s6lo por un tiempo relativamente corto y que se refleja en un rapido
incremento en la densidad por lo que es vital conocer la biologia de los
zooplanctontes mas destacados (Lair, 2006).

Por todo lo expuesto la utilizacion de experiencias de laboratorio y
microcosmos para analizar relaciones interespecificas asi como para determinar
el efecto de algunos factores de control son experiencias complementarias con las
investigaciones a campo (Carpenter, 1996) ya realizadas y brindaran informacion
valiosa para el conocimiento integral de los ambientes lénticos y l6ticos

pampeanos.

HIPOTESIS GENERAL

Las variaciones naturales que se producen en variables abidticas y
bioticas del ambiente asi como las promovidas por actividades antrépicas
influyen en los patrones de diversidad del zooplancton en ambientes lénticos y
léticos pampeanos, siendo que especies de los principales grupos
zooplanctonicos (rotiferos, cladéceros y copépodos) responden a esos cambios
con modificaciones en su dinamica poblacional.

La respuesta del zooplancton frente a un cambio en las condiciones
ambientales esta relacionada a caracteristicas fisiologicas de sus integrantes y a
la variacion genética presente para hacer frente a dicha modificacion. Como
resultado de esta respuesta se producen variaciones espaciales y temporales en

la estructura y dinamica de la comunidad.

Las observaciones que se realizan en el campo, al igual que los
experimentos, son esenciales para proveer importantes herramientas en la
realizacion de una buena diagnosis de los cuerpos de agua (Scheffer &
Carpenter, 2003) a pesar del caracter caodtico del plancton que implica que su

dinamica sea intrinsecamente poco previsible (Scheffer et al., 2003).
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OBJETIVOS

v'  Establecer la tasa de crecimiento de rotiferos y cladoceros
integrantes del zooplancton de lagunas y rios pampeanos. Los
integrantes de la comunidad suelen mostrar diferencias en su
abundancia (Rusak et al., 1999) o en su permanencia en el tiempo
por lo cual es vital conocer sus caracteristicas poblacionales a nivel
regional porque se ha demostrado que las cepas no responden
siempre de la misma manera (Gilbert, 1990; Kotani & Hagiwara,

2003; Jung, 2011; entre otros).

v' Analizar mediante experiencias de laboratorio y microcosmos los
factores claves responsables de los cambios en la estructura y
dinamica del zooplancton de lagunas y ambientes loticos
pertenecientes a la cuenca del rio Salado. Los factores forzantes
pueden deberse tanto a condiciones hidro-meteorologicas como a
biolégicas internas o a una combinacion de ambas (Claps et al.,
2004; 2009; 2011).

Dado que los interrogantes son numerosos y abarcan un abundante
numero de intérpretes, se ha decidido focalizar el estudio en factores que
presentan mayor incidencia en las lagunas pampeanas y el rio Salado como son
la variacion de la salinidad y de la temperatura y la disponibilidad de alimento de

algunos de los principales zooplanctontes.
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“La ciencia es el simple sentido comun llevado al maximo:
observaciéon cuidadosa y rigor ante las falacias logicas.”

T.H. Huxley

FITOPLANCTON
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Capitulo I: Fitoplancton.

Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus son dos especies de algas
cloroficeas plancténicas presentes en cuerpos de agua tanto lénticos como léticos
de la cuenca del Rio Salado (Solari et al., 2002; Bazzuri et al., 2010; Solari et al.,
2014). Una de las principales caracteristicas e importancia de estas especies es
su palatabilidad para los herbivoros del zooplancton (Ahlgren et al., 1990; Mayeli
et al., 2004). Por esta razén han sido muy utilizadas como alimento vivo en
cultivos de rotiferos, copépodos y cladoceros; asi como en experimentos en
laboratorio, incluyéndolas como un factor biético influyente en la dinamica
poblacional de muchas especies (Morales Ventura et al., 2012).

Chlorella vulgaris se caracteriza por presentar un rapido crecimiento en
cultivo y por su capacidad de utilizar compuestos organicos e inorganicos como
sustrato nutricional (Xu et al.,, 2006; Chinnasamy et al, 2010). Por estos motivos,
especies de Chlorella han sido ampliamente estudiadas para incluirlas en
procesos biotecnologicos. Se utilizan como agente de remediacion (Travieso et al,
2006; Manisha, 2007; Altenburger et al, 2008) y de retencién del diéxido de
carbono atmosférico (Converti et al, 2009; Brennan & Owende, 2010). También
son utilizadas en la produccién de agentes quimicos especificos como oxigeno,
farmacos, pigmentos, carbohidratos o lipidos (Lee & Palsson, 1994; Chisti, 2007;
Converti et al, 2009; Brennan et al, 2010; Mata et al, 2010). Una de las
aplicaciones de mayor proyeccion a nivel econémico y ecologico es la produccion
de biocombustibles como fuente energética alternativa y de mayor
sustentabilidad (Brennan et al, 2010; Mata et al, 2010; Pittman et al, 2011;
Singh et al, 2011). Y en lo que a las ciencias biologicas compete, es utilizada
como alimento del zooplancton, moluscos, microcrustaceos, peces, y otros
grupos de interés (De Pauw et al, 1984; Shah et al, 2003; Brennan et al, 2010;
Mata et al, 2010).

Los representantes del género Scenedesmus constituyen un modelo para
estudios de plasticidad fenotipica ya que son normalmente unicelulares en la
naturaleza, pero puede producir cenobios de dos, cuatro, o mas células en
respuesta a diversos factores abi6ticos y biéticos. En muchos casos se considera
como una defensa a la depredacion por parte de los zooplanctontes aunque las
ventajas y desventajas (incremento de la tasa de sedimentacion y dificultad en la
toma de nutrientes) asociadas con la formacion de cenobios todavia no se

conocen bien (O’ Donnell et al., 2013).
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Figura 1: Fotografias de Scenedesmus acutus (a) y Chlorella vulgaris (b); y dibujos

tomados de Beyerinck, 1890 (c) y (d).

Como primer paso antes de desarrollar los cultivos y las experiencias con
los zooplanctones se debié ajustar las técnicas de cultivo en condiciones
controladas de laboratorio y evaluar el crecimiento poblacional de ambas
especies. Asimismo, se planted ajustar las técnicas de recuento que permitan
una mas rapida y eficiente metodologia para poder ser utilizada posteriormente

en la parte experimental.

1. Cultivos en condiciones controladas de laboratorio

1.1. Cultivo de Chlorella vulgaris en diferentes condiciones luminicas.

Se probaron tres condiciones luminicas:
1) Luz Natural

2) Luz Fluorescente

3) Diodos Emisores de Luz (LEDs).
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La condicién de LUZ NATURAL se obtuvo directamente a través de la
ubicacion de los frascos para recibir la luz del sol a través de una ventana y por
lo tanto tuvo un fotoperiodo natural (primavera), mientras que las 2 restantes se
establecieron en condiciones controladas de laboratorio. La LUZ
FLUORESCENTE se proporcioné mediante cuatro tubos (40W) colocados dentro
de una camara de incubacién donde se controlé el fotoperiodo, permitiendo una
iluminaciéon continua (fotoperiodo 24:0). Y finalmente el tercer tipo de
iluminacioén (LED) se aplico aislando cada frasco de cultivo de la luz natural por
medio de papel de aluminio y se le coloc6 en la parte superior una placa con 8
LEDs, cada uno de 1100 mCd y 660 nm. La iluminaciéon en este caso también
fue continua (Fig. 2).

Para prevenir la sedimentacién de las algas se instalaron aireadores en
forma permanente en los tres tipos de cultivo. La turbidez de cada cultivo fue
monitoreada a diario por medio de un turbidimetro de laboratorio Hatch (2100P)
y medida en unidades nefelométricas (NTU).

La densidad algal se estimé mediante conteos con microscopio invertido
(Labomed) de las alicuotas obtenidas de cada cultivo y previamente fijadas con
lugol (1%) para favorecer su sedimentacion en las camaras de Uterméhl (APHA,
1995). Se estim6 también la biomasa algal por analisis espectrofotométrico de

clorofila “a” de cada uno de los cultivos (Fig. 3).

Figura 2: Cultivos de Chlorella vulgaris con diferentes condiciones luminicas. a)
Luz Natural; b) LEDs; c) Luz Fluorescente.
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Figura 3: a) espectrofotometro para medicion de clorofila; b) camaras de Utermohl
en microscopio invertido para el recuento de células.

Al finalizar la incubacion, los tratamientos expuestos a luz natural
alcanzaron aproximadamente el doble de turbidez (500 NTU) y densidad algal
(25 x10¢6 individuos/ml) que los tratamientos realizados con luz artificial con
densidad promedio de 12x10¢ individuos/ml aproximadamente para la maxima

turbidez alcanzada de 214 NTU (Fig. 4).

% 502 NTU

[m]
® 215NTU
O 81NTU
20 1 O 31NTU
B 14NTU
B 7NTU
]

4 NTU

densidad (individuos x10° m[")

luz natural luz fluorescente LED

Figura 4: Densidad algal en los distintos niveles de turbidez de las tres condiciones
luminicas para el cultivo.

Por medio de las rectas de regresion y el coeficiente de correlacion de
Pearson calculado para cada tipo de luz en relacién a la turbidez y a la
concentracion de clorofila “a” se observd que las relaciones entre

turbidez~clorofila y turbidez~densidad fueron significativas (p< 0,05) (Fig. 4).
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Para el caso de la clorofila se observa una relaciéon similar entre el tratamiento de
LUZ NATURAL y LUZ FLUORESCENTE (Rajustado= 0,98) a pesar de que la
segunda como se mencioné anteriormente alcanz6 la mitad de la turbidez, sin
embargo la relacion de ambas sugiere que a niveles bajos de turbidez la

(43 ”

concentraciéon de clorofila es similar en ambas técnicas. Para el caso de la luz
de tipo LED la relacion entre ambas variables fue alta (Rajustado= 0,87) pero menor
y con menor pendiente a las anteriores evidenciando que a mayores niveles de Cl
“a” a menores niveles de turbidez. Respecto a la densidad se transformaron las
variables a logaritmo para cumplir con la relacién lineal y se pudo observar que
las rectas fueron similares entre las fuentes luminicas (Rajustado= 0,92 a 0,95) con

el mejor ajuste en ambos tipos de luz artificial (Fig. 5, tabla 1).
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Figura 5: Relacion entre la densidad algal y la clorofila respecto a niveles de
turbidez en las tres condiciones luminicas para el cultivo.

Tabla 1: Resultado de las regresiones realizadas para la clorofila “a” y el log de la
densidad para cada tipo de luz, resumiendo el coeficiente de Fisher, la
probabilidad y el R2 ajustado para cada uno.

Luz Natural LED Luz Fluorescente
Cla Fi1s5- 441,77 F1s- 65,33 F1,5- 336,66
p< 0,0000 p< 0,00004 p< 0,0000
R2ajust =0,986 R2ajust =0,877 R2ajust =0,982
Log Densidad Fis5-4 Fis5-4 Fis5- 4
p< 0,0001 p< 0,0000 p< 0,0000
R24just =0,959 R24just =0,949 R24just =0,975
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1.2. Cultivo de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus en medio Bold.

En una segunda etapa se realizaron cultivos de ambas microalgas, Chlorella
vulgaris y Scenedesmus acutus en medio Bold basal (Nichols, 1973). Se utilizaron
10 recipientes transparentes de dos litros de capacidad donde se colocaron 30
ml de los nutrientes en las proporciones requeridas (Tabla 2), y se completaron
con 1,8 1 de agua destilada. Posteriormente se sembraron con 5-10 ml de un
cultivo puro de cada alga. Se agregaron 0,5 mg de bicarbonato de sodio
(NaHCO:s), v se repitio esta aplicacion dia por medio hasta finalizar el cultivo a fin
de regular el pH del medio. Se mantuvieron con aireacién continua para evitar la
sedimentacion de las células y luz fija (24 horas) proporcionada por lamparas
fluorescentes de luz blanca (60 watts) (Fig. 6). Se monitore6 a diario la densidad
de las algas por conteos mediante camara de Neubauer (Guillard, 1978). Una vez
que la poblacién alcanzé la fase estacionaria de crecimiento, se retiraron los
cultivos para evitar el descenso poblacional y la contaminacién del cultivo y se

conservaron en heladera a 4 + 1°C.

Tabla 2: Nutrientes con las respectivas proporciones para la preparacion del medio
de cultivo basal Bold.

Cultivo Bold Basal (Nichols, 1973)

1.- NaNOs 250 g L1 8.- H3BOs3 1,42 g L1
2.- MgS0q4 75 g Lt 9.- CaCl 25 gLt
3.- KsHPO4 75 g Lt 10.- Elementos traza:
4.- KHoPO4 75 g L1 a) ZnSO4 8,82 g L1
5.- NaCl 75 g L1 b) MnCl» 1,44 g L1
6.- EDTA 50 g+ 31 g KOH L-! c) MoO3 0,71 g Lt
7.- FeSO4 498 gLt + d) CuSO.4 1,75 g L1
(Iml 31g H2SO4 L) e) Co(NOg3)4 0.49 g Lt
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Figura 6: Cultivos de microalgas. a) dia O; b) dia 3; c) dia 5; d) dia 7; e)
almacenamiento/refrigeracion; f) material de conteo- pipetas y camara de
Neubauer.

2. Crecimiento poblacional de Chlorella vulgaris v Scenedesmus acutus.

Con el fin de conocer la dinamica poblacional de estas especies de microalgas,
se efectu6 un experimento en condiciones controladas de laboratorio. Se
colocaron por triplicado recipientes de cultivo en medio Bold basal con el mismo
procedimiento que se describi6é en el apartado anterior. El experimento finalizé
una vez alcanzada la fase estacionaria, la cual fue similar en ambas especies (10
dias) (Fig. 7). El seguimiento del cultivo se realizé6 mediante conteos diarios y por

triplicado de las células en camaras de Neubauer con microscopio éptico (Fig. 8).
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Figura 7: Cultivos de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus: experimento de
crecimiento poblacional. a) C. vulgaris dia 3 (fase exponencial); b) S. acutus dia 3;
c) ambas especies dia 5 (fase exponencial); d) dia 7 final de experimento (fase
estacionaria)

Figura 8: Camara de Neubauer. A) esquema de superficie de conteo; b) vista con
microscopio optico (4x); c) detalle de células de Chlorella vulgaris (40 x).

Se realizaron curvas de crecimiento poblacional (Fig. 9) que mostraron en
ambas especies, una fase de crecimiento exponencial durante los primeros 7
dias, y una posterior fase estacionaria entre los dias 8 a 10. En este caso, y por
ser un experimento, fue necesario prolongar el estudio mas alla de los 7 dias
para evidenciar el momento exacto en el que la poblaciéon alcanza su punto
maximo y comienza a decaer numéricamente. Se pudo observar que si bien los
dias en los que se desarrolla cada fase son similares, Chlorella vulgaris crecié un
40 % mas que Scenedesmus acutus. Alcanzando C. vulgaris un maximo de 67,33
x10¢ individuos/ml, mientras que el pico maximo de S. acutus fue de 41,67 x106

individuos/ml.
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Figura 9: Curvas de crecimiento poblacional de Chlorella vulgaris (a) y
Scenedesmus acutus (b).

La tasa de crecimiento poblacional (r) de ambas especies se calcul6 por el
método de la pendiente a partir de la recta de regresion obtenida de la curva de
crecimiento poblacional en su fase exponencial y en relaciéon al logaritmo natural
de la densidad (Cabrera, 2008). Los valores de dicha pendiente oscilaron entre
los 0,78 y 0,79 para Chlorella culgaris y entre 0,67 y 0,73 para Scenedesmus
acutus (Fig. 10). Para testear si estas cifras fueron estadisticamente diferentes
entre si se realizé un analisis de la varianza de una via, el cual evidencio
diferencias significativas (Fi14= 16,69; p=0,015) para la tasa de crecimiento entre
ambas especies, con los mayores valores promedio para C. vulgaris. El test a
posteriori realizado (Fig. 11) mostré de manera grafica estas diferencias y donde
también pudo observarse una menor variacién y mejor ajuste de los datos en el
caso de C. vulgaris, lo que puede sugerir que esta cepa seria mas fiable a la hora

de su utilizacion en laboratorio.
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Figura 10: Curvas de crecimiento poblacional durante la fase exponencial de cada
réplica de Chlorella vulgaris (a) y Scenedesmus acutus (b). En el mismo grafico se
superpone la recta de regresion (rojo) y se obtiene los datos de su pendiente (b)
equivalente a la tasa de crecimiento poblacional (r).
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Figura 11: Test a posteriori Holm-Sidak mostrando la evidente separacion de los
grupos homogéneos de ambas especies.
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3. Técnica de recuento automatizado de células de Chlorella vulgaris.

Entre las diversas metodologias propuestas para monitorear el estado de
cultivos algales existen recuentos automatizados por medio de contadores
electrénicos (Javanmardian & Paisson, 1992), analisis de clorofila (Travieso et al,
2006), mediciones de turbidez por lectura espectrofotométrica a 560 nm (Wang et
al, 2007), mediciones de turbidez por un transistor fotosensible incluido en un
turbidostato (Skipnes et al, 1980) y recuentos a microscopio en camaras de
Neubauer (Aguirre Ramirez et al, 2007; Ortiz Moreno et al, 2012; Rodas Gaitan et
al, 2012). Sin embargo, uno de los puntos criticos en estas metodologias sigue
siendo la determinacion rapida y confiable de la densidad algal que permita el
ajuste de sus parametros en tiempo real. Las técnicas tradicionales de recuento
directo (Lund et al, 1958) y la estimaciéon por clorofila (APHA, 1995), resultan
inviables para cumplir con este propodsito por no ser técnicas de resolucion
inmediata. A diferencia de ellas, las mediciones de turbidez pueden efectuarse

instantaneamente.

La turbidez es una medida de la dispersion y absorciéon de la luz causada por
la presencia de particulas suspendidas en un fluido. La naturaleza de las
particulas puede ser inorganica (limo, arcilla, etc) u organica (bacterioplancton,
fitoplancton, zooplancton) (Wetzel & Likens, 1991). La turbidez de una
suspension no solo depende de la concentracién de particulas sino también del

tamarfio y forma de las mismas.

En el caso de un cultivo monoespecifico de fitoplancton, puede asumirse que
todas las particulas en suspension son semejantes y por lo tanto es posible
emplear a la turbidez para estimar su densidad. En este aspecto existen
referencias de estimacion del crecimiento de C. vulgaris a partir de la turbidez
(Aguirre Ramirez et al, 2007). Sin embargo la vinculacion de estos dos
parametros por medio de un modelo matematico ha sido poco empleada. En base
a lo expuesto, durante el desarrollo de esta tesis se sumé6 como un objetivo mas
de la misma, el perfeccionamiento de una metodologia que permita salvar estas
deficiencias y sustentar el desarrollo de cultivos y experimentos con mayor

eficiencia.

De esta manera se realizé un experimento en laboratorio donde se pretendio:
1) Evaluar el uso de la turbidez como método sencillo e inmediato de estimacién
de la densidad de cultivos algales, 2) Determinar una técnica rapida y fiable de

recuentos de individuos para el monitoreo de dicha estimacioén, 3) Identificar los
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errores metodologicos que incidan sobre el ajuste del modelo determinado, 4)

Proponer técnicas especificas que permitan reducirlos y 5) Definir alcances y

limitaciones de la técnica propuesta.

Materiales y métodos

3.1 Cultivos algales:

Se realizaron dos cultivos de Chlorella vulgaris en recipientes de 3 litros
con agua de red (1000 pS.cm! aproximadamente) con el aporte de los nutrientes
PO4+HK> (600 pg P/1) y NOsK (6.000 ug N/1). Cada frasco de cultivo fue aislado de
la luz natural por medio de papel de aluminio y se le colocé en la parte superior
una placa con 8 LEDs, con una baja irradiancia de 50 umoles photones m=2 s-1y
longitud de onda de 660 nm. La iluminacién fue continua (fotoperiodo 24:0) y
para prevenir la sedimentacién de las algas se instalaron aireadores en forma
permanente. La turbidez de cada cultivo fue monitoreada por medio de un
turbidimetro de laboratorio Hatch (2100P) y medida en unidades nefelométricas
(NTU).La incubacion se prolong6 por dos semanas, al cabo de las cuales el cultivo
1 alcanz6 una turbidez de 214 NTU, y el cultivo 2 una turbidez de 280 NTU.

3.2_Obtencién de las muestras:

A partir de estos dos cultivos concentrados, se obtuvieron suspensiones de algas
de turbidez decreciente por medio de seis diluciones (1:2) sucesivas,

estableciendo un total de siete niveles de turbidez (Fig. 12, Tabla 3).

Figura 12: Esquema de dilucién sucesiva de los cultivos algales.
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Posteriormente, de estos nuevos cultivos asi obtenidos se extrajeron dos
muestras de 5 ml para cada dilucién y se fijaron con lugol acético (1%) para

favorecer su posterior sedimentacién en las camaras de Utermohl (APHA, 1995).

3.3 Metodologia de sedimentacion:

Para la sedimentacién de las células, se emplearon en todos los casos
camaras de Utermdhl de Sml. Debido a la alta concentracion algal fue necesario
efectuar una dilucién especifica para cada muestra, con el objeto de mantener la
densidad del extracto dentro del rango 6ptimo para su recuento en la camara de

sedimentacion (Tabla 3).

Tabla 3: Diluciones y alicuotas utilizadas en cada cultivo.

Factor de Cultivo 1 Cultivo 2 Factor Alicuota
dilucion turbidez turbidez dilucién Sedimentacion
(frasco) (NTU) (NTU) Uthermohl (ml)

1:1 214 280 2:100 0,1

1:2 86,1 108 4:100 0,2

1:4 34,7 41,8 8:100 0,4

1:8 15,5 18,3 12:100 0,6

1:16 6,78 8,61 16:100 0,8

1:32 3,77 4,07 20:100 1,0

1:64 2,03 2,36 24:100 1,2

La sedimentacion de las alicuotas se realizé aplicando dos metodologias:

A. Sedimentacién directa (SD): a partir de las suspensiones obtenidas del

cultivo 1, se colocé en cada camara de Utermohl la alicuota de la muestra a
sedimentar y se agregé el volumen restante de agua hasta completar la
capacidad total de la camara. Asi, la dilucién se realiz6 durante el llenado de la

camara de sedimentacion (Fig. 13).

B. Sedimentacion con homogeneizacion previa (SH): a partir de las

suspensiones obtenidas del cultivo 2 se realiz6 una suspension de 15 ml diluida

en el factor correspondiente a cada turbidez detallado en la tabla 3.
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Posteriormente se sometiéo a la suspension a un burbujeo de 5 segundos para

finalmente tomar los 5 ml necesarios para el llenado de la camara (Fig. 13).

a
H,O

e
\\_)(_\ b

Figura 13: Esquema de técnicas de sedimentacion. a) Sin homogeneizacion previa,
a) Con homogeneizacion previa.

En virtud de la altura de la camara de sedimentacion (2 cm) y del pequenio
tamafio de C. vulgaris todas las muestras tuvieron un tiempo de reposo de 24
horas, excesivo segin HELCOM (2001) para asegurar la completa sedimentacion

de las algas.

3.4. Metodologia de recuento:

El recuento de las muestras se realiz6 por medio de imagenes digitalizadas
tomadas con un objetivo de 40x en microscopio invertido. Con el propésito de
comparar el ajuste de las metodologias de sedimentacién arriba mencionadas,
las fotografias se tomaron con un esquema de regiones establecidas para cada
camara. En un eje radial de la camara se fotografiaron las regiones: Central,

Intermedia y Periférica (Fig. 14).

29




Figura 14: Esquema de las zonas definidas en la camara. 1) Central, 2) Intermedia,
3) Periférica.

Todas las imagenes fueron procesadas con el software “Image J” (v 1.47).
Los resultados obtenidos se transformaron a densidades algales (individuos/ml),

para su posterior analisis estadistico.

3.5. Analisis estadistico de los resultados:

La relacion entre la densidad de algas y la turbidez se calcul6 mediante el
analisis de regresion y correlacion de Pearson ajustado a un modelo lineal. Se
realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) factorial para testear el efecto de la
turbidez y las zonas de la camara de sedimentacién sobre de la densidad de
algas. La variable densidad fue transformada a Ln a fin de cumplir el supuesto
de homogeneidad de varianzas. En los casos en que la prueba F resulto
significativa, se empleé la prueba de rango multiple de Tukey para identificar el o

los grupos diferentes.

Resultados

Las observaciones al microscopio y la verificacién de las imagenes digitales
almacenadas corroboran el hecho de que practicamente la totalidad de las
particulas relevadas en la camara de sedimentacion corresponden a las algas

cultivadas (Fig. 15).

El tiempo requerido para el recuento automatizado de las algas una vez
sedimentadas (alrededor de un minuto por campo) fue marcadamente inferior al
tiempo que normalmente se emplea para el recuento personalizado de cultivos

monoespecificos (no menos de cinco minutos por campo).
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En términos generales, se pudo observar que el volumen de las alicuotas

de sedimentacion utilizado para cada nivel de turbidez generé valores de conteos

similares entre las diferentes diluciones, sin la presencia de aglomeraciones ni

campos con falta de algas (Fig. 15).
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Figura 15: Fragmento de micrografia: a) fotografia original; b) imagen procesada por

medio del software “Image J”.

El conteo automatizado de la totalidad de las muestras de ambas técnicas
de sedimentacion arrojé un minimo absoluto de 17 individuos foto-! y un maximo
absoluto de 404 individuos foto-!. Los valores medios oscilaron entre 102 y 215
individuos foto-! para la técnica SD; y entre 66 y 357 individuos foto! para la
técnica SH. En cuanto al error de conteo, se observaron dos grupos de datos. El
primero retne a los niveles de turbidez mayores a 30 NTU donde el rango de
error de la técnica SD (31-49 %) fue mayor a la técnica SH (4-12 %). Los niveles

de menor turbidez (<20 NTU) no mostraron una clara diferenciaciéon entre

técnicas, superando todos el 15 % de error (Tabla 4).
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Tabla 4: Resultados de los recuentos y error estandar asociado para cada técnica de
sedimentacion. a) No homogeneizado, b) Homogeneizado.

a) Turbidez Promedio Promedio Error (%)
(NTU) (individuo imagen-1) (individuo ml-1)
214,0 136 12701 49.7
86,1 153 7661 46,2
34,7 215 9502 31,9
15,5 157 4313 35,2
6,8 140 2896 16,4
3,9 148 2332 29,2
2,0 102 1348 46.5
b) Turbidez Promedio Promedio Error (%)
(NTU) (individuo imagen-1) (individuo ml-1)
280,0 357 51088 12,7
108,0 164 11700 4,5
41,8 143 5099 4,7
18,3 213 5071 26,3
8,6 101 1808 22,5
4,1 66 946 19,5
2,4 125 1491 59,3

Ambas técnicas mostraron diferencias en cuanto a la distribucién de los

datos. El desvio estandar fue mayor para la técnica SD y en este método los

valores extremos se alejaron mas de la media en todo el rango de diluciones

tratado (Fig. 16).
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Figura 16: Box-plot: Densidades algales registradas en cada nivel de turbidez, para
ambas técnicas de sedimentacion.
Se observé una relacion lineal positiva (p< 0,01) entre la turbidez y la
densidad de algas (Fig. 17). En el caso de la técnica SD se hallé un ajuste bajo de
esta relacion (R2iustadcoc = 0,60). La técnica SH en cambio, mostré6 una menor

dispersiéon y un consiguiente mejor ajuste (R2ajustado= 0,99).
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Figura 17: Relacion entre Turbidez (NTU) y Densidad de algas (individuos 105/ ml).

Sedimentacion Directa (a) y Sedimentaciéon con homogeneizacion previa (b).
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A partir de las imagenes digitales se observd al momento de la
sedimentacion una diferenciaciéon en la distribucion de las células en las 3 zonas
planteadas (Central, Intermedia y Periférica) mas acentuada en la técnica no
homogeneizada (SD) siendo mayor la densidad en la zona central disminuyendo

hacia la periferia (Fig. 18).

Figura 18: Fotografias digitales con microscopio invertida de las algas
sedimentadas en ambas técnicas, mostrando ejemplos de las 3 zonas establecidas
para el recuento.

Los scatterplot con las zonas discriminadas muestran el detalle de la
dispersiéon antes mencionada para ambas técnicas. En ausencia de
homogeneizacion existiéo una clara separacion entre las lineas de tendencia de las
tres zonas (central, intermedia y periférica). En presencia de homogeneizacion, se

observo el solapamiento de dichas lineas de tendencia (Fig. 19).
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Figura 19: Scatterplot de las tres zonas de la camara de sedimentacion (Central-
Intermedia-Periférica). a) Sin homogeneizacion previa; b) Con homogeneizacion
previa.

El analisis de varianza factorial (ANOVA) no arrojo diferencias
significativas para la interaccion entre los factores TURBIDEZ y ZONA en
ninguna de las técnicas empleadas. En el caso de la TURBIDEZ se encontraron
diferencias significativas (Fs21= 154,3; p<0,0001) entre los tratamientos para
ambas técnicas. La Figura 20 muestra los grupos homogéneos derivados del test
a posteriori realizado. En ausencia de homogeneizacion se observo el
solapamiento de los grupos en casi todo el rango de turbidez estudiado, a
excepcion del menor nivel de turbidez, que se diferencia de los restantes. La
separacion de los grupos homogéneos fue mayor para la técnica SH. En este caso
el solapamiento estuvo restringido a niveles bajos de turbidez, en tanto que en el
resto del rango pudieron diferenciarse niveles intermedios y altos como grupos

separados.
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Figura 20: Test a posteriori (Tuckey) mostrando grupos homogéneos para la
turbidez en ambas técnicas.

En el analisis de las ZONAS dentro de la camara de sedimentacion, se
encontraron diferencias significativas sélo para el tratamiento de sedimentacion
directa (SD) (F2,2:1=12,3; p<0,01) (Fig. 21). El analisis a posteriori (Tuckey) de esta
técnica diferencié significativamente la zona periférica, de menor densidad algal,
de las restantes (Fig. 21, recuadro gris). La técnica SH no mostré diferencias

significativas entre las zonas, las cuales conformaron un solo grupo homogéneo.
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Figura 21: ANOVA para las zonas en ambas técnicas. Recuadro gris: Test a
posteriori (Tuckey) mostrando los grupos homogéneos para la técnica no-
homogeneizada; C) Central, I) Intermedia, P) Periférica.
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Discusion:

Si bien numerosos autores utilizan contadores electronicos automatizados
para el recuento de algas como indicador inmediato del estado del cultivo
(Javanmardian & Paisson, 1992), este sistema resulta de alto costo econémico
cuando la produccién se realiza a escalas intermedias (eg. como fuente de
alimentacion animal en laboratorios y acuicultura). Los analisis de clorofila a
(Travieso et al, 2006) presentan el inconveniente de no ser de resolucion
inmediata, impidiendo un monitoreo y ajuste en tiempo real de las condiciones
de los cultivos. El mismo problema presentan los recuentos algales tradicionales
(Lund, et al, 1958) que ademas implican un gran inversion de tiempo, esfuerzo y
capacitacion (Embleton et al, 2003) y presentan un alto rango de error cuando se
observan campos con numerosas células de una misma especie (Rodas Gaitan et
al, 2012), aunque al trabajar con muestras diluidas provenientes de ecosistemas
naturales (multiespecificas y de densidad algal <16 individuos/campo) Embleton
et al (2003) han verificado mayor fiabilidad en los recuentos a ojo en
comparaciéon con sistemas automatizados que combinan determinacion

especifica y recuento algal.

Nuestros resultados, de acuerdo con los presentados por Held (2011),
senalan que empleo de la turbidez tiene la capacidad de ser una herramienta util
para el monitoreo de la densidad de cultivos algales en tiempo real, con la
ventaja de permitir diagnésticos sin pérdida de cultivo y ajustes en las
condiciones en el mismo momento en que el cultivo lo requiere. Para poder hacer
uso de la turbidez en este sentido, es necesario desarrollar una relacion empirica
que vincule los resultados de recuentos de densidad algal con valores de turbidez
asociados. De acuerdo con este mismo autor se sefala que la relacién debe ser
actualizada con curvas de calibracion propias para cada especie de algas y mas
aun, teniendo en cuenta la relacién variable que existe entre el tamafo de las
algas y las condiciones del cultivo (Lee y Palsson 1994) se concluye que la
relacion entre el nimero de algas y la turbidez puede variar en un mismo cultivo
en funciéon del el tiempo, por lo que la generacién de curvas de calibracién debe
ser planificada como un proceso de actualizacion continuo que incluya el

recuento de algas y su correlacién con la turbidez de la suspension.

La disminucion del esfuerzo de recuento es un beneficio importante que

debe reinvertirse para efectuar un seguimiento mas estricto de la relacion
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empirica propuesta debido a la variabilidad existente en el tamano de las algas
dependiendo de ciertas condiciones del cultivo, como lo observaron Lee y Palsson

(1994) respecto de la densidad.

Entre las dificultades mas importantes que se hallaron al intentar
establecer la relaciéon que vincula a la densidad algal con la turbidez de un
cultivo puede citarse la necesidad de diluir las alicuotas de los recuentos de
manera que las imagenes a procesar permanezcan dentro de un rango de
densidad aceptable para la correcta individualizacién de las algas. Esta dificultad
afecta principalmente a los cultivos de algas de densidades elevadas. En los
analisis cuantitativos que se llevaron a cabo para construir las curvas de
calibracion de este trabajo no se observaron aglomeraciones que impidieran la
individualizacion de las algas por parte del software de recuento automatizado, ni
tampoco campos con una densidad demasiado baja o ausencia de individuos.
Estas dos fuentes de error, reconocidas por diferentes autores como Embleton et
al, (2003) y Mazziotti & Vadrucci (2007) se eludieron gracias a la eleccién

cuidadosa de las alicuotas a sedimentar para cada densidad algal.

Otra dificultad importante es la dispersiéon de los resultados de los
recuentos, que disminuye la capacidad del método para estimar con precisiéon la
densidad algal a partir de la turbidez. En nuestro estudio este inconveniente fue
evidente al emplear la técnica SD que gener6é una marcada heterogeneidad en la
distribucién espacial de las algas dentro de la camara de Utermoéhl, y una
consiguiente heterogeneidad de los resultados de los recuentos para cada
muestra. En su trabajo con camaras de Neubauer, Rodas-Gaitan et al (2012)
encontraron la misma dificultad, acentuada al utilizar suspensiones de alta
densidad algal. El logro de una sedimentacién uniforme gracias al empleo de la
técnica SH permitié la construccion de una relacién turbidez - densidad mucho

mas soélida principalmente cuando la turbidez fue superior a los 40 NTU.

La implementaciéon de los cultivos con una fuente de baja irradiancia
(West, 2005) se caracteriza por requerir un bajo costo de mantenimiento, permite
la obtenciéon de cultivos que pueden alcanzar la maxima eficiencia fotosintética
con concentraciones superiores a los 330 mg m-3 de clorofila “a” y con una baja
mortalidad de algas. Esta tiltima caracteristica es importante para los propoésitos
de conteo por imagenes ya que la probabilidad de encontrar esporas y células

muertas es minima.
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Se considera que esta técnica es adecuada para el uso en laboratorio con

fines experimentales. El método de recuento digitalizado de algas permite
acelerar significativamente el proceso de validacion de la relacién entre la
turbidez y la densidad de las algas, al contrario de lo propuesto por Embleton et
al. (2003) que lleva a cabo recuentos manuales en un corto periodo de tiempo
debido a las densidades muy bajas de los cultivos (16 individuos/campo). En
casos de cultivos de alta densidad, la abundancia de las algas en el campo
microscopico asi como su pequenno tamano han sido sefialados por Lund et al
(1958) como factores que elevan el error del observador, de manera que el empleo
de un sistema automatizado fue determinante para incrementar la precision de

los recuentos.

Finalmente se puede considerar que esta técnica puede ser aplicable a
aquellas algas unicelulares que posean una forma geométrica definida y
reconocida por el procesador de imagenes. Durante este trabajo, el método
también se aplicé con éxito para Monoraphidium minutum y M. salomonicas.
Potencialmente este método también podria ser aplicado para monocultivos de
otros géneros tales como Scenedesmus y Chlamydomonas o para

Cryptomonadales.
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“La frase mas excitante que puede oir la ciencia, la que anuncia nuevos
descubrimientos, no es “Eureka” sino ‘es extrano’...”

Isaac Asimov

I1

ZOOPLANCTON
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Capitulo II: Zooplancton

En el zooplancton de los ambientes dulceacuicolas de la provincia
de Buenos Aires, los rotiferos y crustaceos (cladéceros y copépodos) son grupos
predominantes. A continuaciéon se detallaran las principales caracteristicas de

cada grupo.

1. Caracteristicas generales

1.1 Rotiferos:

7 corona

mastax

I6riga

estobmago

vitelario

bandas musculares
vejiga

huevo

pie

100 pm

Figura 22. Hembra gravida y macho de Brachionus plicatilis (modificado de
Nogrady et al. 1993)

Los rotiferos son asquelmintos eutelios (1000 células) con simetria
bilateral. El phylum esta integrado por aproximadamente 2.000 especies (Segers,
2007). Son mayormente cilindricos o sacciformes con un tamafio que oscila entre
50 y 2.000 um y generalmente con la presencia de tres regiones: corona, tronco y
pie. La corona ciliar apical es utilizada para la locomocién y la recoleccion de
alimento. Cuentan con un mastax quitinoso que esta compuesto por numerosas

piezas duras y musculatura con diferente desarrollo de acuerdo al tipo de
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alimentacion y que reviste importancia taxonémica para reconocer desde clases

hasta especies (Wallace, 2002). Las distintas especies de rotiferos pueden ser
encontradas practicamente en todos los lugares donde haya agua; poseen
habitos plancténicos en lagos y rios, litorales, bentoénicos asi como perifiticos
(Nogrady et al., 1993).

La mayoria de las especies son oviparas, aunque algunas son ovoviviparas.
Muchos rotiferos plancténicos transportan los huevos mientras que otros los

fijan a un sustrato o los liberan al agua (Wallace, 2002).

Los rotiferos bdelloideos se reproducen exclusivamente por partenogénesis
mientras que los monogontos son partenogéneticos ciclicos. La reproduccion
asexual por apomixis produce hembras clonicas y se realiza la mayor parte del
afno. Las hembras amicticas son diploides y producen huevos diploides que se
desarrollan mitéticamente. En ciertas condiciones parte de la poblacién comienza

a producir hembras tanto micticas como amicticas (Fig. 23).

Hembra Hembra
amictica (2 n) mictica (2 n)
— > huevo
haploide (n)
Partenogenesis
Macho (n)

Huevo Esperma (n) X
diploide (2 n)

Estimulo de mezcla

Huevo de
resistencia (2 n)

Figura 23. Esquema del ciclo reproductivo de los rotiferos monogonontos.

Los factores internos mas importantes para la produccién de hembras
micticas son la edad de las hembras parentales y su genotipo mientras que entre

los factores externos se ha demostrado que en algunas especies influyen el
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fotoperiodo, la densidad poblacional y aspectos cualitativos y cuantitativos de la

dieta (Pourriot & Snell, 1983; Carmona et al., 2011). En la mayoria de los
rotiferos, la senal ambiental que induce la produccion de hembras micticas no ha
sido identificada (Gilbert & Schroder, 2004). Se ha observado una variacion
considerable en la respuesta a formar hembras micticas entre clones de una
misma especie. Las hembras micticas producen huevos haploides que si no son
fertilizados desarrollan machos haploides mucho mas pequenos que las
hembras. La fertilizaciéon del 6vulo haploide s6lo es posible si la hembra sexual es
inseminada a las pocas horas de nacer. La producciéon de huevos de diapausa
esta influenciada por la posibilidad que tengan los machos de encontrar a las
hembras micticas susceptibles a la fecundaciéon y, una vez producido el
encuentro, la probabilidad de los machos de copular con estas hembras. La
probabilidad del encuentro macho-hembra esta relacionada con la densidad de
poblacién mientras que la probabilidad de copulacion depende del contacto
quimiorreceptor del macho de una sustancia producida por la hembra. Los
machos fertilizan a las hembras micticas formandose un huevo diploide de
diapausa con paredes gruesas, a menudo esculpidas. La reproduccién sexual
tarda mas en completarse que la asexual y requiere mas recursos. La
reproduccion sexual se compone de varios pasos en una cascada de eventos de la
iniciacion sexual a la produccién del huevo de resistencia que involucra tres
generaciones y toma varios dias para completar (Serra et al., 2004). Existen
modelos que muestran que el tiempo y el alcance de la reproduccién sexual
o6ptima depende de la densidad poblacional, el crecimiento y en la previsibilidad y
la capacidad de carga del medio ambiente (Ricci, 2001). Estos modelos indican
que la produccion de hembras micticas a veces debe retrasarse hasta el inicio del
deterioro de las condiciones ambientales (Serra & King, 1999). Alternativamente,
se ha sugerido que la reproduccién sexual debe producirse en condiciones
favorables para la poblacién en crecimiento por lo que un gran numero de
hembras micticas pueden ser fertilizadas por machos y producir muchos huevos
de diapausa ricos en energia para un banco de 6vulos de sedimentos. En esta
estrategia, el objetivo es producir muchos huevos siempre que sea posible, en
lugar de esperar y producirlos al final del periodo de crecimiento cuando la
disponibilidad de alimentos y el tamafo de la poblaciéon puede haber disminuido
(Gilbert & Schroder, 2004). No hay ninguna evidencia experimental que
demuestre que la produccion de hembras micticas sea inducida directamente por
las condiciones desfavorables. De hecho, la tendencia a producirlas en

Brachionus plicatilis es mayor cuando las condiciones ambientales (concentracion
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de alimento, temperatura, salinidad) son buenos para el crecimiento de la

poblacién y cuando las tasas de poblacién en crecimiento son altas (Snell &
Boyer, 1988). Del mismo modo, la induccién en la producciéon de hembras
micticas por hacinamiento en otras especies se produce sin ningun tipo de
disminucién de la fecundidad (Gilbert, 2002; 2003). En rotiferos, el tinico caso
conocido de la influencia del deterioro del medio ambiente promueve la
produccién de estas hembras es el de Synchaeta pectinata. La reproduccion
sexual puede ser seguida por una disminuciéon en el crecimiento poblacional. El
descenso puede resultar del compromiso para producir machos y huevos de
diapausa. Estos huevos son resistentes a condiciones ambientales adversas y
pueden ser dispersados a otros ambientes por viento, agua o animales
migratorios. La mayoria de las hembras micticas producen sé6lo dos o tres huevos
de resistencia, ya que los machos entregan unos tres espermatozoides por
copula, y esto significa que la fertilizacién es dificil que se produzca mas de dos
veces por hembra (Snell et al., 2007). Si la hembra mictica fertilizada tiene la
capacidad de almacenar espermatozoides en el celoma para el proximo desove, el
envejecimiento del esperma almacenado debe afectar a la calidad de los huevos.
La fecundidad de estas hembras es menor que las partenogenéticas, sugiriendo
que asignan mas recursos por huevo. Ademas se ha demostrado que las hembras
de Brachionus calyciflorus que provienen de los huevos de diapausa tienen una
mayor tolerancia a la inanicién que las hembras que se originan de huevos

partenogenéticos (Garcia Roger et al., 2000).

Los estimulos que inducen la eclosién de los huevos de resistencia son
cambios luminicos, térmicos, de salinidad o concentracion de oxigeno disuelto

(Schroder, 2005).

A pesar de que algunos rotiferos presentan dietas muy especializadas
(Bogdan & Gilbert, 1987), muchas especies consumen una amplia variedad de
presas (algas, flagelados heterétrofos, ciliados y bacterias) que posibilita
definirlos como consumidores generalistas de alimento en suspension. Segun
Kirk (2002), los rotiferos herbivoros pueden ser en ciertos momentos
cosechadores selectivos y en otros comportarse como oportunistas por lo cual
son capaces de adaptarse rapidamente a los cambios y las fluctuaciones de
fisico-quimica y condiciones hidrolégicas que existen en los ambientes
dulceacuicolas. En general, representan mas del 50% de la productividad de
zooplancton (Walz, 1995) y son un componente esencial en la red tréfica del

plancton de agua dulce. Debido a su elevada eficiencia de asimilacion del
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alimento y su alta tasa reproductiva, los rotiferos son muy importantes en el
ciclo de materia organica y el flujo de energia en el plancton de agua dulce
(Bogdan & Gilbert, 1987; Arndt, 1993; entre otros). Aunque los cladéceros a
menudo presentan tasas de crecimiento tan altas o superiores a las de los
rotiferos, estos Ultimos tienen un tiempo de respuesta mas rapido a cambios en
el fitoplancton que les provee una ventaja en la explotacion de esas nuevas
fuentes de alimento. Esto se debe a que poblaciones del género Daphnia no
logran una tasa de crecimiento positiva en menos de 12 dias aunque sean mas
eficientes en condiciones de baja concentraciéon de alimento y logran con el
tiempo excluir a los rotiferos (Gilbert, 1988). En teoria, cuando en un ambiente
hay suministro constante de recursos la especie competidora con el R* mas bajo
excluye a las demas (Kirk, 2002). Sin embargo, en el zooplancton de ambientes
léticos y lénticos en la regién Neotropical, muchas especies de rotiferos
herbivoros coexisten e incluso algunas pueden codominar numéricamente (José
de Paggi 1993; Frutos, 1998; Aoyagui & Bonecker, 2004; Frutos et al., 2006;
2009) coincidiendo con lo expuesto por Hutchinson (1961) para el fitoplancton y
con que la maxima riqueza especifica en general se registra con condiciones
intermedias de la variacién ambiental (Grover & Holt, 1998). Se ha comprobado
que cuando a las poblaciones de rotiferos en los ambientes naturales se les
incorporan algas de elevada calidad nutricional para complementar la del
fitoplancton disponible se observa un incremento de la tasa de crecimiento
(Merriman & Kirk, 2000). Ademas las especies cuentan con una capacidad de
almacenamiento para soportar momentos de inanicion (Kirk et al., 1999). Debe
destacarse que ademas la composicion fitoplanctéonica puede variar
significativamente en una semana. En la columna de agua de los ambientes, la
alimentacion se inicia con la localizacion de las algas y su reconocimiento como
palatable mediante células quimio y mecanosensoriales que rodean a la corona
ciliar (Wallace & Snell, 2001). Para seleccionar su presa el rotifero depende de la
informacién tactil (mecanorrecepcién) y de las sustancias quimicas producidas
por el alga, mostrando una clara seleccién del tamafio algal (DeMott, 1989;
Rothhaupt, 1990a; 1990b). Los rotiferos modifican su comportamiento de
natacion y alimentacion en respuesta al tipo de alimento y a su densidad
(Starkweather, 1980; Snell et al., 1987). El incremento de la densidad algal
promueve un aumento de la tasa de filtracién e ingestion hasta un punto
maximo, mas alla del cual se produce un abrupto descenso. La efectividad en la
utilizacion del alimento se ve afectada por varios factores como caracteristicas

algales (pared celular, densidad y volumen celular), el estado fisiolégico de los
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rotiferos (por ejemplo grado de ayuno) y condiciones ambientales (temperatura y

salinidad) (Hotos, 2003).

1.2 Cladoéceros:

seta
(locomocion)

A antena |l
NSy
0jo compuesto AN
rostrd : $
anténula (antena I) corazon
mandibulas camara incubatriz
filbpodos embrién
ovario

garra postabdominal

1.0 mm

caparazén

espina caudal

Figura 24. Anatomia de un cladécero dafnido (modificado de Dodson & Frey,

2001)

El término “cladécero” no tiene significado taxonémico pero se lo utiliza
por conveniencia. Estos branquiépodos se agrupan en cuatro érdenes, estando
representados en los ambientes dulceacuicolas de la regiéon Neotropical solo los
Ctenopoda y los Anomopoda (Paggi, 2004). Es wun grupo monofilético
principalmente de agua dulce aunque con integrantes en ambientes salinos. En
la actualidad se reconocen 620 especies, estimando que el numero es 2.4 veces

mayor (Forro et al., 2008).
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Los cladoceros son integrantes destacados del plancton asi como del
bentos y epifiton (Dodson & Frey, 2001; Dole-Olivier et al., 2000; Lemke &
Benke, 2003; Yarwood-Buchanan, 2005; De Bie et al., 2008).

Los adultos pueden medir desde 0,2 a 18,0 mm de largo sin un cuerpo
claramente segmentado. La mayoria de los clad6ceros tienen un caparazén que
se utiliza como camara de cria. Cuentan con un ojo compuesto y un pequeno
ocelo negro (ojo sencillo) justo por detras del ojo compuesto. La cabeza presenta
cinco pares de apéndices: dos pares de antenas, un par de mandibulas, y dos
pares de maxilas. Por encima de la boca hay un labio (labrum) y en el margen
dorsal de la cabeza se encuentra el 6rgano nucal o uno o mas poros. El
caparazon esta unido a la parte posterior del cuello y protege parte o todo el
cuerpo, excepto la cabeza. En muchas especies, los 4-6 pares de patas toracicas
estan cubiertos por el caparazén. Las anténulas (primer par de antenas) suelen
ser pequenas, no segmentadas, con funcién quimiosensorial. Las antenas
segmentadas (segundo par de antenas) pueden ser grandes y utilizarse para el
desplazamiento. El caparazon transparente a menudo esta ornamentado y puede
presentar una espina posterior. Contiene al térax y al abdomen y el cuerpo
termina en un postabdomen con un par de garras que pueden estar fuera del
caparazon. En el téorax se observan cuatro o seis pares de filopodos que se
utilizan para la manipulacién y filtrado del alimento asi como también en los
machos para aferrarse a las hembras. Los machos y hembras son
morfolégicamente similares. Debido a que la mayoria de los cladéceros se
reproducen asexualmente al menos parte del tiempo, la mayoria de los
individuos que se colectan seran hembras. Los machos son mas pequefios con
ganchos copuladores o anténulas muy alargadas, setas en las patas toracicas
anteriores o un par de penes en el postabdomen. La producciéon de machos es
inducida por algunas sehales ambientales como modificaciones en la
concentracion del alimento, elevada densidad poblacional o por lo general la
disminucién del fotoperiodo. Se reproducen por partenogénesis la mayor parte
del tiempo. La embriogénesis comienza, y por lo general se completa, en la
camara de cria, un espacio entre el cuerpo y el caparazén. Los huevos pueden
ser: 1) diploides que se desarrollan de inmediato en hembras jovenes; 2) de
resistencia que vienen de huevos haploides que se fertilizan y que se desarrollan
en embriones tempranos para luego entrar en una diapausa y 3) de resistencia
diploides (sin fertilizacién). Estos ultimos huevos son la solucién para poder

soportar las condiciones inhoéspitas sin necesidad de incorporar al ciclo una
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generacion sexual para obtener el huevo de resistencia. Son el resultado de la

supresion de la meiosis por un gen. Los huevos de resistencia soportan tanto la
congelacién como la desecacién y representan una forma exitosa de dispersiéon ya
que las poblaciones restablecen su densidad en primavera a partir de esos
huevos (Fig. 25).

Condiciones adversas Hembras

Hembras —— M iCliCaS

Amicticas

Partenogénesis Macho (2 n)

o Esperma (n)
Huevo diploide

(2 n) Huevo
I resistencia en
efipio (2 n)

Condiciones adversas

Figura 25. Esquema del ciclo reproductivo de los claddceros.

Los cladoceros tienen mayor éxito reproductivo, produccion de huevos y
supervivencia a temperaturas cercanas a 20°C. Asimismo el tiempo generacional
se reduce. Los cladéceros mudan para aumentar de tamafo y el ntimero de
mudas es variable y mas o menos especifico dependiendo mas de la temperatura

que del alimento (Dodson & Frey, 2001).

Los cladéceros, especialmente representantes del género Daphnia son
utilizados en investigaciones tanto basicas como aplicadas debido a que su
cultivo es sencillo, a su corto tiempo generacional y a su reproduccion clonal.

También se las utiliza como alimento de peces en acuicultura (Forro et al., 2008).

Los cladéceros se alimentan de una importante variedad de particulas: bacterias,
algas, ciliados, rotiferos pequenos y nauplii de copépodos (Nandini et al., 2007;
Kumar & Hwang, 2008). Las algas de 1 a 25 um (pico y nanoplancton) son el
componente principal de la dieta mientras que se evita la ingesta de

cianobacterias, de las algas de mayor tamano o de aquellas ornamentadas.
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Cuando el alimento es escaso los cladéceros tienden a ser mas pequenos y a
producir menor descendencia (Tessier & Consolatti, 1991) con mayores
posibilidades de sobrevivir a periodos de inanicién (Gliwicz & Guisande, 1992),
aunque se considera que la concentracién de alimento no tiene efecto en la
relacion talla-peso como se ha demostrado en Daphnia pulex (Lynch, 1989). La
competencia entre las distintas especies de cladéceros puede depender en gran
medida de la rapidez en su crecimiento a un nivel determinado de alimento.
Especies pequenas como las de Ceriodaphnia y Bosmina pueden ser capaces de
crecer junto a las de gran tamafo como Daphnia cuando la concentracién de

alimento es baja pero no a concentraciones elevadas (Tessier & Goulden, 1987).

1.3_Copépodos:

cefalotorax ’ﬁ
]
N
=
.~
o
— U
)
segmentos = 'l
toraxicos
" antena
geniculada
segmentos
abdominales
ovisaco
urosoma
rama caudal

Figura 26. Hembra y macho de copépodo calanoideo adulto (modificado de

Williamson & Reid, 2001)

Los copépodos se registran en casi todos los habitats de agua dulce y son
integrantes destacados de las comunidades con la presencia de casi 3.000
especies. En forma frecuente, constituyen la biomasa maéas importante de
consumidores y son fuente de alimento de otros invertebrados y peces. En los

ambientes dulceacuicolas se registra la presencia abundante y con amplia
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distribucién geografica de representantes de tres 6rdenes (Calanoida, Cyclopoida

y Harpacticoida). La regién Neotropical es una de las mas diversas con 561
especies conocidas (Silva, 2008). Los representantes mas destacados pertenecen
a la familia Cyclopidae (Eucyclops, Metacyclops y Mesocyclops), Canthocamptidae
(Attheyella), Diaptomidae (Notodiaptomus y Argyrodiaptomus). Los diaptéomidos,
provenientes de América del Norte, han reemplazado a los boequelidos excepto en
los ambientes patagonicos (Paggi, 1995; Suarez-Morales et al., 2005; Boxshall &
Defaye, 2008).

El tamafo fluctia desde menos de 0,5 a 2,0 mm de longitud, aunque
algunas especies pueden alcanzar entre 3 a 5 mm. La mayoria son transparentes
aunque pueden presentar coloracién (negro, rojo, naranja, rosa, morado, verde y

azul) (Williamson & Reid, 2001).

Tienen un cuerpo cilindrico que se divide en un prosoma (cabeza y mayor
parte del térax), en un urosoma (segmentos finales del térax y abdomen) y ramas
caudales. La cabeza se fusiona con el primero y a veces con el segundo segmento
toracico para formar el cefalosoma. Cuenta con cinco pares de apéndices
articulados: anténulas, antenas, mandibulas, maxilulas y maxilas. Las anténulas
sirven para reproduccién, locomocion y alimentacién ya que cuentan con
quimiorreceptores (Lonsdale et al, 1998) y mecanorreceptores (Hwang &
Strickler, 2001). En los machos son geniculadas y modificadas para sostener a la
hembra durante la coépula. El torax esta formado por siete segmentos,
empezando por el segmento que lleva los maxilipedos y terminando con el
segmento genital. Presenta cuatro pares de patas biramosas. El quinto par de
patas esta muy reducido en los ciclopoideos y harpacticoideos. En calanoideos
estd bien desarrollada siendo simétrica en las hembras mientras que en los
machos es asimétrica y modificada para asir a las hembras durante la copula. El
sexto par de patas esta atrofiado en ciclopoideos y harpacticoidos. En el urosoma
puede haber entre tres y cinco segmentos sin apéndices con dos ramas caudales

setosas en su extremo posterior (Williamson & Reid, 2001).

La reproduccion es sexual. Presentan dimorfismo sexual en la estructura
de antena, patas del quinto y sexto par, asi como el numero de segmentos del
urosoma. Ademas las hembras son mas grandes. El comportamiento de
apareamiento es similar en harpacticoideos y ciclopoideos con machos mas

activos nadadores que las hembras y encuentros de parejas al azar, sin evidencia
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de feromonas sexuales. En los calanoideos, los machos localizan a las hembras y

se necesita apareamiento para producir huevos (Williamson & Reid, 2001).

Las hembras pueden almacenar espermatozoides (espermatéforo
depositado por el macho) y por lo tanto producen huevos fértiles en la ausencia
de machos en ciclopoideos y harpacticoideos. Los huevos estan contendidos en
dos sacos en ciclopoideos, en un saco en calanoideos y harpacticoideos. Los
calanoideos producen dos tipos de huevos: subitaneo (con eclosion inmediata) y
el de diapausa que puede ser viable después de cientos de anos (Hairston et al.,
1995). En los ciclopoideos, la diapausa esta a cargo de alguno de los copepoditos
(Frisch, 2002) o adulto al igual que los harpacticoideos. La diapausa se produce
por condiciones ambientales adversas, cambios en el fotoperiodo y el
hacinamiento (Walton, 1985; Santer, 1998; Gyllstrom & Hansson, 2004). La
disponibilidad de alimentos y la depredacién son factores que limitan la tasa de
produccién de huevos, desarrollo de copepoditos y el tamafo corporal (Caramujo
& Boavida, 1999). Los depredadores también influyen en la proporcién de sexos,

pigmentacion del cuerpo, o el momento de la diapausa.

Los copépodos presentan seis estados larvales naupliares y cinco de
copepodito antes de llegar a adulto. La primera larva cuenta con segmentos de
las anténulas, antenas y mandibulas. En los sucesivos estados el cuerpo se va
alargando y aparecen apéndices adicionales. Los copepoditos son

morfolégicamente similares a los adultos.

La mayoria de las especies pueden tener diversos items alimentarios:
detritus, algas, ciliados, rotiferos (Lapesa et al., 2002), cladéceros (Brandl, 1998;
Chang & Hanazato, 2003), nauplii (Cryer & Towsend, 1989), oligoquetos, larvas
de dipteros (Fryer, 1957) e incluso larvas de peces aunque selectivos (Sommer et
al., 2001). Entre los diaptomidos, las particulas de menos de 5 um son
incorporadas en forma pasiva con corrientes de agua promovidas por sus
apéndices mientras que las mayores de S0 um son capturadas activamente. Los
ciclopoideos incorporan las presas siempre en forma activa ya sea por contacto
en caso de las menores o por ataque en el de las mas grandes (Lapesa et al.,
2002; Chang & Hanazato, 2003). En general, los ciclopoideos se alimentan de
presas de mayor tamano que los calanoideos pudiéndose alimentar incluso de
larvas de sus propios depredadores. Los harpacticoideos mayormente son
raspadores del alimento presente en los sedimentos, aunque también pueden ser

filtradores.
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La dieta puede variar con la etapa de desarrollo, especialmente en las

especies mas carnivoras. Los nauplii y primeros copepoditos son generalmente
mas herbivoros. Muchas especies de ciclopoideos son canibales (Brandl, 1998;
Garcia-Chicote et al., 2007).

2. Sitios de Muestreo

Se realizaron campanas de muestreo con el fin de colectar los individuos
de estos 3 grupos descriptos y que posteriormente serian utilizados para cultivos
en el laboratorio. Los muestreos se realizaron en cuerpos de agua de la cuenca
del rio Salado, (Buenos Aires) (Fig. 27) que han sido sitios de muestreo en
investigaciones previas del equipo de trabajo y que involucraron no soélo al
plancton sino también analisis de nutrientes, composicién iénica del agua, entre
otros aspectos y de las que se cuenta en algunos casos con informacién desde
1997 tanto del rio propiamente dicho (Neschuk, 2001; Neschuk et al., 2002b;
Solari et al., 2002; 2014; Gabellone et al., 2005; 2008; 2010; Claps et al., 2009;
Bazzuri et al., 2010) como de una laguna de la cuenca (Benitez & Claps, 2000;
Solari et al., 2003; Claps et al., 2004; 2011; Benitez, 2008).
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Figura 27. Cuenca del rio Salado (provincia de Buenos Aires)

Los rotiferos fueron obtenidos de las muestras colectadas en los canales

artificiales que drenan el agua con elevada conductividad de la Pampa Arenosa

(Figs. 27; 28) que se conectan al curso principal del rio Salado en adyacencias de

la ciudad de Bragado, asi como también en un sector del rio en la cuenca inferior

(Fig. 29). Con estas colectas se garantizaban la

obtencion de especies con

diferente tolerancia a la salinidad en una densidad superior al registro de las

lagunas.
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Figura 28. a) rio Salado en ruta 42; b) Canal Mones Cazén; c) Canal Mercante;
d) Canal de Vinculacion.




En las lagunas de Monte y Chascomus (Fig. 30) se recolectaron muestras
para la obtencién de rotiferos pero principalmente de crustaceos que en estos
ambientes presentan una mayor abundancia respecto a lo registrado en el rio

Salado y sus afluentes.

Figura 30. Sectores litorales de la laguna San Miguel del Monte (a y b) y laguna de

Chascomis (c y d).

3. Colecta de muestras

En todos los muestreos se determinaron in situ parametros fisicos y
quimicos de relevancia para conocer las condiciones en las que se desarrollaban
las poblaciones del zooplancton en ese momento. Se midié la temperatura del
agua, conductividad, pH, oxigeno disuelto y turbidez mediante un sensor
multiparamétrico Horiba U10. La transparencia del agua fue estimada a partir de
la distancia a la que deja de observarse el disco de Secchi.

Se colectaron muestras de agua por medio del bombeo de 1000 litros de
agua y filtrado con red de plancton de 35 um de apertura de malla. Una parte de
la muestra (250ml) fue apartada en botellas plasticas, y fijada con una solucion

de formol al 4% para su posterior uso en la determinacién taxonémica de los
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integrantes del zooplancton. El volumen restante fue llevado al laboratorio para
obtener los cultivos. También se colectaron muestras de sedimento de cada sitio
por medio de un corer (Fig. 31). El sedimento se sec6é en estufa y se almacené
como reserva en caso de necesitar las estructuras de resistencia en él presentes

para reiniciar un nuevo cultivo.

Figura 31: Colecta de muestras. a) Toma de parametros fisico-quimicos; b) medicion
de transparencia; c) filtrado de agua; d) toma de muestras de sedimento; e) detalle
de muestras de sedimento.

4. Cultivos de zooplancton

Una vez colectadas las muestras se procedio a identificar las especies con
bibliografia especifica para algiin grupo en particular (Koste, 1978) o para cada
género (Paggi, 1978; 1995; Orlova-Bienkowskaja, 1998; Sinev, 2001b). Luego se
separaron ejemplares de algunas especies para generar cultivos monoespecificos
de los integrantes mas representativos y de importancia ecolégica de cada uno de
los cuerpos de agua muestreados. Para ello se utilizaron distintos recipientes que
variaron en forma y tamano (Fig. 32). En un principio se emplearon recipientes
pequenos y luego se fue escalando en el tamano de manera tal que la
aclimatacion de los individuos fuera gradual. También se probdé el tamafio y

forma mas conveniente segiin los requerimientos de cada especie. La primera
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separacion se realizé en camaras de cultivo multicelda (Fig. 32 a) que debido a su

pequeiio tamano resulta muy util para individualizar los organismos mas
pequenos como los rotiferos, y también realizar la separacion de sexos en el caso
de los copépodos. Posteriormente se utilizaron capsulas de petri de vidrio (Fig. 32
b), éstas también se mantuvieron a lo largo de todo el tiempo de cultivos, ya que
son recipientes apropiados para el manejo y control de los cultivos, y resultaron
ser las preferidas de los rotiferos para generar un rapido crecimiento poblacional.
Finalmente, a partir de las réplicas de estas capsulas, se escaléo a frascos
transparentes de 100 ml, matraces erlenmeyer de 250 ml (Fig. 32 c) y por ultimo
a frascos de vidrio de 3000 ml (Fig. 32 c-f). Todos los cultivos se realizaron con
réplicas. La mitad de ellos se colocaron en una camara de incubacién con
fotoperiodo y temperatura controlados (14:10 horas luz y 24 + 1 °C) (Fig. 32 e-f).
Las restantes se colocaron a temperatura ambiente con luz natural. Cabe
destacar que este ultimo tipo de cultivos se realizé sélo en temporadas de
primavera-verano por no presentar problemas respecto a la temperatura,
mientras que en invierno sélo se mantuvieron los cultivos en las camaras de

incubacién con control de los niveles de temperatura.
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Figura 32: Variantes de recipientes donde se realizaron los cultivos de distintos

integrantes del zooplancton dentro y fuera de la camara de incubacion.

Se testearon diferentes tipos de alimento para algunas de las especies
cultivadas:

a) Trigo
b) Levadura
c) Chlorella vulgaris + levadura

d) Chlorella vulgaris

58



Se colocaron individuos de algunas de las especies de rotiferos obtenidos de

las muestras (Brachionus plicatilis, B. calyciflorus, B. angularis y Keratella tropica)
en capsulas de petri y se las inocul6 con los cuatro tipos de dieta (Fig. 33 a). Se
colocaron cinco capsulas de cada uno, las dos primeras se mantuvieron por dos
semanas sin cambiar el medio de cultivo, mientras que a las restantes se lo
renovaba cada dos dias. En el caso del trigo y la levadura ninguna especie se
adapté de manera eficiente al medio. Esto se evidencié al observar una rapida
generacion de estructuras de resistencia, al mismo tiempo que la poblacién no
prosperé en numero mas alla de los 15 dias de inicio del experimento. También
se notdé una rapida colonizaciéon por ciliados, lo cual podria ejercer un efecto
negativo en las poblaciones de los rotiferos, en especial en recipientes tan
pequenos. El medio de cultivo se empobrecié rapidamente en todas las capsulas.
En el caso del tipo de alimento mixto (levadura + C. vulgaris) si bien hubo una
importante colonizaciéon por ciliados, demoré mas en aparecer que en los dos
casos anteriores. Las capsulas que no tuvieron recambio del medio se
contaminaron en los primeros dias, mientras que las que se repicaron tardaron
mas en empobrecerse. Los individuos tuvieron un aumento en el numero
poblacional importante en la primera semana, para luego estabilizarse y
comenzar a producir estructuras de resistencia. Finalmente, el Gltimo caso, en el
que soOlo se los alimenté con el alga C. vulgaris fue el mas exitoso. La
contaminacién por ciliados fue esporadica y facilmente controlada con cada
cambio de medio. Las capsulas que permanecieron sin renovacién del medio de
cultivo se empobrecieron casi culminando la experiencia (10-12 dias) y en todas
ellas prosperaron aunque en menor numero, los individuos de las cuatro
especies. La poblaciéon, principalmente en el caso de Brachionus plicatilis y B.
calyciflorus creci6 exponencialmente, y a diferencia de los casos anteriores no

aparecieron estructuras de resistencia en el tiempo ensayado.

También se probaron dos tipos de agua para el medio de cultivo: agua de
red y medio de cultivo EPA. El procedimiento de aclimatacién de los organismos
a estos distintos medios se realiz6 de manera paulatina para evitar un shock en
las especies que pueda generar un perjuicio en su dinamica poblacional o
desarrollo. Para ello, el cambio de medio se realizé sustituyendo soélo el 50% del
agua original. Una vez aclimatados, en el caso de los rotiferos, el cambio de
medio de cultivo se realizé 3 veces por semana, mientras que para los copépodos
y cladéceros fue de 2 veces por semana. Este procedimiento se realizé por medio

del filtrado con pequenas redes de distinta abertura de malla segiin las especies
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(20 um, 50 um, 90 ym y 100 um) construidas con tubos de PVC de diferente
diametro (Fig. 33). El medio EPA se preparé disolviendo 96 mg NaHCOj3;, 60 mg
de CaSO4, MgS04 60 mg yv 0,4 mg de KCI por litro de agua destilada (EPA, 1985).

Figura 33: a) Capsulas de petri con las variantes de alimento (Trigo, Levadura, alga
C. vulgaris y alga + levadura); b) Redes de plancton de distinta abertura de malla
(50, 90, 100 y 200 pm) para cultivos de rotiferos, copépodos y cladoceros en

laboratorio.

Las especies de rotiferos que se cultivaron en laboratorio a partir de las
muestras colectadas en campo fueron: Brachionus plicatilis, B. calyciflorus; B.
rotundiformis, Euchlanis dilatata, Plationus patulus, Asplanchna sieboldii, A.
girodi, B. angularis, B. havanensis, B. caudatus, B. pterodinoides, Keratella
tropica, K. cochlearis, Hexartrha sp., y Filinia longiseta (Fig. 34). Pero soélo las
primeras seis especies alcanzaron una densidad poblacional suficiente para

realizar los experimentos.
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Figura 34: Especies de rotiferos cultivadas en laboratorio.

a) Brachionus plicatilis b) B. calyciflorus c) Euchlanis dilatata d) Plationus
patulus e) Asplanchna sieboldii f) Brachionus rotundiformis g) Asplanchna girodi
h) Brachionus angularis i) Keratella tropica j) Hexartrha sp. k) Keratella
cochlearis 1) Brachionus havanensis m) Filinia longiseta n) Brachionus caudatus
n) B. pterodinoides.
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Entre los cladéceros, Simocephalus vetulus, Moina micrura, M. macrocopa,
Diaphanosoma birgei, Daphnia pulex, Macrothrix triserialis, y Alona glabra se
cultivaron y utilizaron en las experiencias en laboratorio asi como también
Notodiaptomus incompositus como representante de los copépodos calanoideos
(Fig. 35).

Figura 35: Especies de cladoceros y copépodos cultivadas en laboratorio.
a) Simocephalus vetulus b) Moina micrura c) M. macrocopa d) Diaphanosoma
birgei (imagen tomada de internet) e) Daphnia pulex f) Macrothrix triserialis g)
Alona glabra h) Notodiaptomus incompositus.
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5. Crecimiento poblacional

En esta etapa se evalud el crecimiento poblacional de cinco especies de
rotiferos y cinco especies de cladoceros con el fin de conocer su dinamica
poblacional en condiciones controladas de laboratorio. Esto permitié generar un
parametro propio de la dinamica poblacional de las especies cultivadas, de
manera de poder compararlo con los datos obtenidos en los subsiguientes
experimentos. La tasa de crecimiento poblacional “r” resume todos los
parametros de una tabla de vida combinando fecundidad, supervivencia y tiempo
de reproducciéon y desarrollo (Miracle & Serra, 1989) y aquellos organismos que
alcancen altos valores tendran una ventaja crucial al momento de responder ante
un cambio en la condicién del ambiente. A su vez, este parametro estara sujeto a

las condiciones en las que se encuentren las especies y en cuanto a su fisiologia

y genética propia (Serra et al., 1998).

A continuacion se describen brevemente caracteristicas de las especies

utilizadas de cada grupo en estas experiencias de crecimiento poblacional.

5.1 Rotiferos:

Brachionus plicatilis Mtller, 1786

Este rotifero eurihalino es cosmopolita, con registro tanto en lagos salinos,
aguas salobres y agua dulce ya que es tolerante a diferentes condiciones
ambientales (Walter, 1981). Se cultiva facilmente (Navarro & Yufera, 1998;
Ohmori et al., 2011) y se utiliza en la acuicultura como alimento vivo para larvas
de peces, camarones y cangrejos (Lubzens et al., 2001; Yin & Zhao, 2008;
Sulehria, 2010). A nivel mundial, existe una profusa literatura acerca de
aspectos ecologicos y taxonoémicos (Esparcia et al., 1989; Miracle & Serra, 1989;
Serra et al., 1994; 1998; Goémez & Serra, 1995; Gomez, & Snell, 1996; Ciros
Pérez et al., 2001, Campillo et al., 2005; Kotani et al., 2005; entre otros).

Se ha demostrado que la salinidad es el modulador de la tasa de
reproduccién de B. plicatilis y que la tasa de filtracion disminuye en los
ambientes marinos drasticamente entre 17 a 36 g 1-! (Hirayama & Ogawa, 1972).
Se ha sugerido que la necesidad de energia para la osmoregulacién promueve la
disminucién de las tasas de alimentacién y reproduccion. La salinidad también

afecta a la eclosion de huevos. La energia generada en los rotiferos que excede la
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requerida para la partenogénesis se desvia hacia la mixis y la produccién de

huevos de resistencia.

Es un filtrador no selectivo ya que puede alimentarse de cianobacterias,
clorofitas, bacterias y levaduras (Walter, 1981).

El tamano y la forma de la loriga varian mucho de acuerdo a la cepa ya
que se puede registrar la presencia de dos taxa , los denominados 'L' (grande) y
'S' (pequeinio) que corresponden a B. plicatilis Muller, 1786 y B. rotundiformis
Tschugunoff 1921, respectivamente (Anitha & George, 2006). La loriga es oval
con seis espinas occipitales de base amplia, casi iguales y cuatro l6bulos, sin
espinas posteriores. La longitud de la loriga flucttia entre 171-277 ym y el ancho
maximo entre 156-225 um.

Este rotifero plancténico es una de las especies dominantes en ambientes
lénticos y léticos de la provincia de Buenos Aires que se caracterizan por una
elevada salinidad que puede ser permanente o transitoria (Modenutti, 1998;

Neschuk et al., 2002; Ardohain et al., 2005; Claps et al., 2009).

Asplanchna sieboldii (Leydig, 1854)

El rotifero Asplanchna es cosmopolita (Segers, 2007) y puede
encontrarse comunmente en ambientes dulceacuicolas de regiones templadas
y tropicales. Su presencia por medio de sefales quimicas induce la
ciclomorfosis en algunos otros rotiferos que son sus presas como en
Brachionus calyciflorus, B. patulus y Anuraeopsis fissa (Gilbert 1980;
Stemberger 1990; Dumont & Sarma 1995) o inhibe su reproduccion (Gilbert,
2013). Las especies del género Asplanchna son abundantes en ambientes
eutréficos (Chang et al., 2010) y tienen diferentes habitos alimentarios. En
general, se considera al género como omnivoro, aunque se alimentan
preferentemente de otros rotiferos (Kappes et al., 2000). Los factores que
determinan los habitos de alimentacion de rotiferos incluyen los internos como
la estructura del mastax y la capacidad de alimentacion (habilidad de captura
e ingestion) y los externos (fisicoquimicos y la abundancia del alimento). Los
morfotipos y el tipo de mastax influyen en los habitos alimentarios especificos
de cada especie (Hampton & Starkweather, 1998). La intensidad de la presiéon
de depredaciéon de la mayoria de las especies de Asplanchna, es controlada por
la morfologia de la presa y su densidad asi como su nivel de apetito (Nandini
et al., 2003). En los ambientes, en general, las especies de Asplanchna cuando

no son muy abundantes no ejercen una presion de depredacién y si es lo
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suficientemente elevada produce una merma extrema en las poblaciones de

sus presas (Chang et al., 2010). Se ha senalado que Asplanchna herricki es
detritivoro mientras que Asplanchna girodi y A. silvestrii son depredadores.
Con respecto a Asplanchna priodonta se lo ha categorizado como depredador
(Salt, 1989) y como herbivoro (Kappes et al., 2000; Pociecha & Wilk-Wozniak,
2008). Aunque la depredacién se considera mas ventajosa energéticamente, se
ha comprobado que A. priodonta alcanza tasas intrinsecas de crecimiento
hasta r = 0,57 cuando se alimenta exclusivamente de algas (Kappes et al.,
2000). Asplanchna sieboldii es uno de los depredadores mas voraces a menudo

canibal y capaz de alimentarse de casi todos los Brachionidae (Gilbert, 1980).

En Argentina, la presencia de A. sieboldii se ha registrado en la
provincia de Tierra del Fuego, Corrientes y Buenos Aires (José de Paggi, 1990;

Frutos & Carnevali, 2008).

Las hembras de A. sieboldii presentan una longitud entre 500 y 2500
um mientras que los machos entre 300 y 1200 um. Las hembras cuentan con
tres morfotipos posibles: sacciforme, cruciforme y acampanado. El primer
morfotipo siempre es amictico mientras que los otros dos pueden ser amicticos
o micticos. Son viviparas. Los machos presentan dos gibas laterales cuya
finalidad es tratar de evitar el canibalismo de las hembras (Nogrady & Segers,

2002).

Euchlanis dilatata Ehrenberg, 1832

Euchlanis dilatata es considerada una especie perifitica que muestra una
clara preferencia por determinadas macroéfitas sumergidas (Dugan, 2001;
Kuczynska-Kippen & Nagengast, 2003). Se alimenta de algas verdes, diatomeas,
de cianobacterias filamentosas (Koste, 1978) y ciliados (Joaquim-Justo et al.,
2004). Es comun su registro en la columna de agua de lagos someros asi como
también en la zona litoral. Se la considera cosmopolita, con alta tolerancia a
diversos factores ambientales ya que por ejemplo existen hallazgos en ambientes

con salinidad variable (Adamkiewicz-Chojnacka, 1988).

El cuerpo ovoide presenta la placa dorsal y ventral de similar tamafno, con
mastax maleado y un pie con dos dedos fusiformes. La longitud de las placas
oscila entre 200 y 240 pm, el ancho entre 110 y 120 um y la longitud de los
dedos entre 60 y 70 um.
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En las lagunas de la provincia de Buenos Aires es una especie comun en

el zooplancton, es decir muy frecuente con baja abundancia, sobre todo en
aquellas lagunas que presentan macroéfitas sumergidas (Ardohain, 2008; Benitez,
2008).

Plationus patulus (Muller, 1786)

Este rotifero cosmopolita (Alhstrom, 1940) puede registrarse en la columna
de agua de los ambientes acuaticos aunque también se fija a sustratos
(Hampton & Gilbert, 2001). Es una especie que se utiliza como alimento en

piscicultura (Prieto & Atencio, 2008).

La loriga rectangular (longitud hasta 135 um y ancho hasta 154 um)
presenta seis espinas anteriores, de las cuales las medianas son mas largas y
cuatro posteriores, siendo las laterales las de mayor longitud. Pie terminal
pseudosegmentado, con dos dedos de igual longitud. Mastax maleato: unci con
dientes subiguales, Manubrio con cavidades proximales cerradas, presencia de

los procesos anteriores en el rami, eje del manubrio casi recto.

En las lagunas de la provincia de Buenos Aires es una especie planctonica
que se registra en forma esporadica con baja abundancia (Boltovskoy et al.,
1990; Ardohain et al., 2005; Ardohain, 2008; Benitez, 2008). Es comun que la
especie sea citada como Brachionus patulus a pesar de que Segers et al. (1993)

erigieran el género Plationus que lo incluye.

Brachionus calyciflorus Pallas, 1776

La lorica es flexible, lisa y ovalada. Margen dorsal anterior con cuatro
espinas de base amplia. Las espinas posteriores pueden estar presente o
ausente. Esta especie tiene muchas formas polimoérficas. Las mayoria de las
hembras provenientes de huevos de resistencia no tienen espinas
posterolaterales (Yin & Niu, 2008). Se ha comprobado que este polimorfismo y la
plasticidad fenotipica se deben a la depredaciéon de Asplanchna (Gilbert, 1985;
Gilbert & Schréder, 2004). Es una especie muy utilizada a nivel experimental,
principalmente en estudios ecotoxicologicos y por eso es importante conocer su

dinamica poblacional.
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Se alimenta de clorofitas, preferentemente especies de Chlamydomonas

pero también puede hacerlo de cianofitas (Starkweather, 1981; Sterner, 1989;
Gilbert, 1996; DeMott, 1989; Ooms-Wilms et al., 1999; Liu et al., 2002).

En las lagunas de la provincia de Buenos Aires es una especie planctonica
muy comun y que puede llegar a ser dominante (Olivier, 1961; Ringuelet et al.,
1972; Boltovskoy et al., 1990; Ardohain et al., 2005; Ardohain, 2008; Benitez,
2008; Claps et al., 2011).

5.2_Cladéceros:
Alona glabra Sars, 1901

Esta especie es muy similar a Alona cambouei y Alona pulchella por lo cual
los registros sudamericanos de estas dos especies son erréneos ya que su
distribucién es exclusiva del Hemisferio Norte (Sinev, 2001a;b) mientras que
Alona glabra es una especie sudamericana. El cuerpo es ovoide sin denticulos en
el angulo postero-ventral de la valva. Tiene tres poros cefalicos interconectados.
El postabdomen cuenta con siete a ocho denticulos marginales bien
desarrollados hacia la parte distal y garra terminal larga.

Su registro en el plancton puede considerarse esporadico ya que el agua
libre no es su habitat preferido (Elmoor-Loureiro et al., 2004).

En las lagunas de la provincia de Buenos Aires es una especie con registro
frecuente en el plancton pero en escaso numero (Boltovskoy et al., 1990;

Ardohain et al., 2005; Ardohain, 2008; Benitez, 2008).

Macrothrix triserialis (Brady, 1886)

Se ha propuesto que la identificacion de esta especie en Sudamérica puede
ser erronea (Elmoor-Loureiro et al., 2004) pero en este caso no se cuenta con
suficiente evidencia para considerarla otra especie por lo que se mantiene su
identificacion.

En las lagunas de la provincia de Buenos Aires es una especie con registro
esporadico en el plancton y en escaso numero (Boltovskoy et al., 1990; Ardohain

et al., 2005; Ardohain, 2008; Benitez, 2008).
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Simocephalus vetulus (Muller, 1776)

Este cladocero se alimenta de algas, protozoos y detritus. Esta asociado a
la vegetacion acuatica. Es una especie facil de cultivar por lo cual se utiliza como
alimento en acuicultura y para estudios ecotoxicologicos (Juarez & Villagra de
Gamundi, 2007).

En las lagunas de la provincia de Buenos Aires es una especie con registro
frecuente en el plancton pero en escaso numero (Boltovskoy et al., 1990;
Ardohain et al., 2005; Ardohain, 2008; Benitez, 2008; Chaparro, 2013).

Moina macrocopa (Straus, 1820)

Es wuna especie del Hemisferio Norte que ha sido introducida
accidentalmente en los ambientes acuaticos pampeanos por la siembra de peces
de criaderos de la provincia de Buenos Aires, donde es utilizada como alimento.
Es una especie ubicua que podria desplazar a especies cogenéricas autoctonas
(Vignatti et al., 2013), aunque en laboratorio se comprobé que con temperaturas
mayores a 35 y menores de 10 °C, su crecimiento se detenia (Benider et al.,
2002).

Daphnia pulex Leydig, 1860

De acuerdo a Benzie (2005), los registros de esta especie en Sudamérica
podrian ser Daphnia pulicularia o formas de Daphnia obtusa. Es imposible
distinguir utilizando caracteres morfolégicos a D. pulex y D. pulicularia aunque
son genéticamente distintas (Crease et al., 2012). Es una especie facil de cultivar
por lo cual se utiliza como alimento en acuicultura y para estudios
ecotoxicolégicos. En los ultimos afnos se ha establecido en ambientes
dulceacuicolas de Nueva Zelandia, sin poder demostrarse efectivamente como se

produjo la invasion (Duggan et al., 2012).
Materiales y métodos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, en condiciones
controladas de temperatura (24 *1°C). Se alimentaron a diario con 0,5 x106

individuos/ml de C. vulgaris, a excepcion de A. sieboldii que, por ser un

organismo depredador, se alimenté con 40 individuos/dia de P. patulus. El
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volumen en el cual se desarroll6 la experiencia fue de 20 ml para los rotiferos y
50 ml para los cladéceros. El numero inicial de  rotiferos fue de 0,5
individuos/ml, excepto para A. sieboldii que fue de 0,05 individuos/ml. Todas las
especies de cladéceros tuvieron una densidad inicial de 0,2 individuos/ml. Los
conteos se realizaron cada 24 horas al mismo tiempo que se realizé el cambio de
medio de cultivo. Se contaron los adultos y en el caso de poder discriminar la
presencia de huevos, éstos también fueron contabilizados. La experiencia dur6
hasta registrar un notorio descenso en la densidad poblacional (7-10 dias segin
la especie en cuestién). Se realizaron analisis descriptivos, y se calcul6 la tasa de
crecimiento poblacional (r), la cual se someti6 a analisis de la varianza (ANOVA
de una via) utilizando el programa Sigma plot 11.0 para evidenciar diferencias
entre las especies de ambos grupos. Por ultimo se fotografiaron 20 individuos de
cada especie (a excepcion de A. sieboldii) con microscopio 6ptico y se midieron
por medio del programa Motic 2.0, para su posterior analisis morfométrico y

correlacion del tamafo con la tasa de crecimiento poblacional para cada especie.

Resultados

Los graficos a continuacion (Fig. 36) muestran el crecimiento poblacional
expresado por la densidad en funcién del tiempo para cada especie y por

triplicado para cada tratamiento.

Plationus patulus alcanz6 el mayor pico de densidad (21 individuos/ml) en
13 dias de experiencia, le sigui6 E. dilatata con 16 individuos/ml también en la
segunda semana, mientras que B. plicatilis alcanz6 un similar desarrollo (14
ind/ml) pero en los primeros seis dias del experimento. B. calyciflorus también
alcanz6 su pico maximo al finalizar la primer semana pero con valores un poco

menores (11 ind/ml).

El caso de A. sieboldii se evalia por separado ya que se inici6 con un
numero menor de individuos, pero al igual que en el caso de B. calyciflorus, la

densidad maxima (0,7 ind/ml) fue alcanzada al finalizar la primera semana.
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Figura 36: Curvas de crecimiento poblacional de las cinco especies de rotiferos
utilizadas en este experimento (cada linea corresponde a una réplica de cada
tratamiento).

La tasa de crecimiento poblacional (r) se calculé de manera grafica por
medio de las curvas de crecimiento de cada triplicado (Fig. 37). Esta se vio
representada como la pendiente de la recta de regresion aplicada a cada curva en
el periodo de crecimiento exponencial y hasta que alcanza su pico maximo de

crecimiento. Asi, se obtuvieron tres “r” poblacionales para cada especie, las

cuales fueron sometidas al ANOVA de una via.
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Figura 37: Curvas de crecimiento poblacional durante la fase exponencial y rectas



El analisis de varianza arroj6é diferencias significativas para la tasa de
crecimiento poblacional dentro del grupo de los rotiferos (p< 0,001) (Tabla 5, Fig.
38). El analisis a posteriori de Holm-Sidak, evidencié que estas diferencias se
encontraron entre todas las especies excepto entre P. patulus y E. dilatata, las
cuales compartieron los menores valores de pendiente (tasa de crecimiento
poblacional) (=0,24), y entre A. sieboldiiy B. calyciflorus con valores de pendiente
intermedios (0,39 y 0,42 respectivamente) y por ultimo B. plicatilis con la mayor
tasa de crecimiento promedio (0,78).

Esto demuestra que si bien P. patulus y E. dilatata fueron los que
alcanzaron las densidades mas elevadas a lo largo de la experiencia, B. plicatilis
es el que crece mas rapido, lo que lo convierte en un organismo ideal para

experimentos de corta duracion.

Tabla 5: Resultados de ANOVA para la tasa de crecimiento poblacional

Analisis de Varianza de una via (Sigma plot 11.0)

Test de Normalidad: Pas6 (P =0,282)

Test de Homocedasticidad: Pas6 (P =0,407)

Grupo N Media Desvio SCM

Plationus 3 0,237 0,0153 0,0088
Euchlanis 3 0,243 0,0057 0,0033
Asplanchna 3 0,387 0,0473 0,0273

B. plicatilis 3 0,780 0,0265 0,0153

B. calyciflorus 3 0,423 0,0057 0,0033
F.Variacion gl SC CM F P
Entre Grupos 4 0,586 0,147 226,582 <0,001
Residuo 10 0,00647 0,000647

Total 14 0,593

método de comparacién multiple Holm-Sidak
alpha = 0,050: 0,842

Test a posteriori de comparacion miltiple de Holm-Sidak

Comparacion Dif. Medias t PCritico nivel  Significancia
B. plicatilis vs. Plationus 0,543 26,168 <0,001 0,005 Si
B. plicatilis vs. Euchlanis 0,537 25,847 <0,001 0,006 Si
B. plicatilis vs. Asplanchna 0,393 18,944 <0,001 0,006 Si
B. plicatilis vs. B.calyciflorus 0,357 17,178 <0,001 0,007 Si
B. calyciflorus vs. Plationus 0,187 8,990 <0,001 0,009 Si
B. calyciflorus vs. Euchlanis 0,180 8,669 <0,001 0,010 Si
Asplanchna vs. Plationus 0,150 7,224 <0,001 0,013 Si
Asplanchna vs. Euchlanis 0,143 6,903 <0,001 0,017 Si
B. calyciflorus vs. Asplanchna 0,0367 1,766 0,108 0,025 No
Euchlanis vs. Plationus 0,0067 0,321 0,755 0,050 No
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Figura 38: Grafico de ANOVA para la tasa de crecimiento poblacional de las

cinco especies de rotiferos.

En cuanto a la densidad poblacional de los cladéceros durante el
experimento (Fig.39), M. triserialis y A. glabra tuvieron sus picos maximos a los
15 dias de la experiencia (7 y 11 individuos/ml respectivamente). Les siguié M.
macrocopa con 1,6 individuos/ml en tan sélo 4 dias. Mientras que D. pulex
mostré una estabilidad entre los dias 6 y 10 (0,6 individuos/ml) antes de decaer
abruptamente. Lo mismo sucedié con S. vetulus entre los dias 4 y 6 con
densidades similares. Esta tltima especie también evidenci6é la menor densidad

poblacional (0,3 - 0,4 individuos/ml).
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Figura 39: Curvas de crecimiento poblacional de las cinco especies de cladéceros
utilizadas en este experimento (las curvas indican las réplicas de cada tratamiento).

La tasa de crecimiento poblacional (r) se calculd, al igual que para los
rotiferos, de manera grafica por medio de las curvas de crecimiento de cada
triplicado (Fig. 40) para luego someter los coeficientes obtenidos a un analisis de

varianza.
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El analisis de la varianza efectuado para la tasa de crecimiento

poblacional (r) de las especies de cladéceros arrojé6 también diferencias
significativas para este grupo (p< 0,001) (Tabla 6, Fig. 41). El analisis a posteriori
de Holm-Sidak, evidencié que estas diferencias se encontraron entre todas las
especies de cladéceros estudiadas. S. vetulus fue la especie con menor “r” (0,09)
seguido por D. pulex (0,16), mientras que M. triserialis y A. glabra se mantuvieron
con valores intermedios similares (0.22 y 0,28 respectivamente). Por ultimo la

especie con mayor “r” poblacional y que se separé ampliamente del resto fue M.

macrocopa (0,52).

Tabla 6: ANOVA para la tasa de crecimiento poblacional.

Analisis de Varianza de una via (Sigma plot 11.0)

Test de Normalidad: Pas6 (P =0,994)

Test de Homocedasticidad: Pas6 (P =0,164)

Grupo N Media Desvio SCM

Macrothrix 3 0,223 0,0115 0,0066

Alona 3 0,283 0,0153 0,0088
Simocephalus 3 0,087 0,0351 0,0203

Daphnia 3 0,157 0,0231 0,0133

Moina 3 0,517 0,0208 0,0120
F.Variacion gl SC CM F P

Entre Grupos 4 0,325 0,0812 158,182 <0,001
Residuo 10 0,0051 0,000513

Total 14 0,330

método de comparacién multiple Holm-Sidak

alpha = 0,050: 0,842

Test a posteriori de comparaciéon miiltiple de Holm-Sidak

Comparacion Dif. de Medias t PCritico nivel Significancia
Moina vs. Simocephalus 0,430 23,244 <0,001 0,005 Si
Moina vs. Daphnia 0,360 19,460 <0,001 0,006 Si
Moina vs. Macrothrix 0,293 15,856 <0,001 0,006 Si
Moina vs. Alona 0,233 12,613 <0,001 0,007 Si
Alona vs. Simocephalus 0,197 10,631 <0,001 0,009 Si
Macrothrix vs. Simocephalus 0,137 7,388 <0,001 0,010 Si
Alona vs. Daphnia 0,127 6,847 <0,001 0,013 Si
Daphnia vs. Simocephalus 0,070 3,784 0,004 0,017 Si
Macrothrix vs. Daphnia 0,067 3,604 0,005 0,025 Si
Alona vs. Macrothrix 0,060 3,243 0,009 0,050 Si
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Figura 41: Grafico de ANOVA para la tasa de crecimiento poblacional de las cinco

especies de claddceros.

Discusion

Nandini et al. (1998) sentalan que en general los rotiferos alcanzan su pico
maximo de abundancia en la primera semana mientras que los cladoéceros
tardaran al menos dos semanas. En este trabajo, esto se cumpli6 para los
cladoceros a excepciéon de M. macrocopa que alcanzé su pico maximo en la
primera semana. Mientras que entre los rotiferos, E. dilatata y P. patulus fueron
la excepcién ya que recién alcanzaron su maxima densidad al cabo de la segunda

Ssemana.

La tasa de crecimiento registrada en condiciones favorables para B.
plicatilis (0,78) coincide con lo citado para la especie por Miracle & Serra (1989)

cuando testearon su cepa a la misma temperatura.

La tasa de B. calyciflorus duplica la tasa sefialada por Nandini et al.
(1998) y coincide con lo registrado por Peiia-Aguado et al. (2005) cuando fue
alimentado s6lo con C. vulgaris mientras que con distintos alimentos

(Scenedesmus acutus y levadura) tuvo menores tasas.
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Al relacionar las tasas obtenidas para ambas especies de braquiénidos con
los registros de estas especies en los ambientes naturales locales se hace
evidente el motivo por el cual son dominantes en estos ambientes pampeanos
cuando se presentaban las condiciones 6ptimas de temperatura y conductividad
para cada una de las especies ya que B. plicatilis predomina a elevados valores de
conductividad principalmente en los ambientes loticos (Claps et al., 2009)
mientras que B. calyciflorus domina en los de menor conductividad y en los

ambientes lénticos (Benitez, 2008; Claps et al., 2011).

Por otra parte la elevada tasa de crecimiento de B. plicatilis, junto al corto
periodo en el cual alcanza su maxima densidad, pone a esta especie como 6ptima

para la realizacién de experimentos en laboratorio.

Para E. dilatata los valores obtenidos fueron menores a los citados por
King (1967) y Nandini & Sarma (2002a). El valor de “r” mas bajo de este trabajo
también puede haber estado influenciado por la falta de sustrato en los
recipientes que podria haber afectado su comportamiento al ser considerado un
organismo tipicamente perifitico, no asi la dieta ya que para Nandini & Sarma
(2002a) C. vulgaris es su alimento de preferencia. Cabe sefialar que los niveles de
abundancia registrados a modo experimental se condicen con aquéllos de las
poblaciones naturales locales, donde en general su presencia es frecuente pero

con baja abundancia (Modenutti & Claps, 1988; Ardohain, 2008).

Similares resultados se obtuvieron en el caso de P. patulus, que mostré
una menor tasa de crecimiento que lo citado por Nandini & Sarma (2002a) pero
acorde con lo que se observa en los cuerpos de agua locales ya que se presenta

con muy baja abundancia y muy esporadicamente (Ardohain, 2008).

En el caso de A. sieboldii el valor intermedio obtenido de la tasa de
crecimiento podria relacionarse con lo observado en los ambientes naturales,
donde suele encontrarse en bajas densidades, exceptuando algunos picos
ocasionales. El alimento utilizado en este trabajo (P. patulus) para la
experimentacion con A. sieboldii fue distinto al utilizado por Miracle & Serra
(1989) quienes obtuvieron una alta tasa de crecimiento, posiblemente gracias al

ofrecimiento de Paramecium sp. que es uno de sus alimentos preferidos.

En cuanto a los cladéceros puede mencionarse a A. glabra como una
especie constante en rios y lagunas de la regién pampeana siempre en baja

densidad (Ardohain, 2008; Claps et al., 2009) lo que se corresponde con la baja
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tasa de crecimiento obtenida en el laboratorio, la cual a su vez estuvo dentro del

rango de lo observado a nivel experimental por Sarma et al. (2005).

Daphnia pulex, S. vetulus y M. triserialis presentaron los menores valores
de “r” lo que se corresponde con el bajo numero de individuos que se registra en
las muestras obtenidas en los ambientes acuaticos locales al mismo tiempo que
coinciden con el nivel inferior de lo citado en la literatura para los trabajos
experimentales con estas especies (Nandini et al. 1998; Nandini & Sarma, 2003;

Sarma et al., 2005).

Moina macrocopa es una especie exotica que fue registrada por primera vez
en el pais para la provincia de Corrientes (Paggi, 1997) y posteriormente también
en La Pampa en ambientes salinos 1énticos por Echaniz et al. (2005). La elevada
tasa de crecimiento obtenida en este trabajo la ubica como una especie con alta
capacidad de colonizar nuevos ambientes como lo mencionan Elmoor-Loureiro et
al. (2010) y definiéndola como una especie de rapida dispersion. Los valores
obtenidos aqui coinciden con los valores superiores observados por otros autores
con la misma calidad de alimento y condiciones estipuladas (Nandini & Sarma,
2000; Nandini et al., 2002b) y superan los registrados por Pefla-Aguado et al.

(2005), cuando su alimento fue diferente (S. acutus y levadura).

6. Morfometria. Relacién tamano —tasa de crecimiento poblacional

Materiales y métodos

Al finalizar los experimentos se fijaron con formol (4%) entre 10 y 20
individuos de cada especie y posteriormente se fotografiaron en microscopio con
una camara digital adaptada. Por ultimo estas imagenes fueron procesadas con

el programa Motic 2.0 registrandose el largo y ancho de cada individuo (Fig. 42).
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Figura 42: Fotografias digitales en microscopio 6ptico mostrando las medidas
corporales (largo y ancho) generadas con el programa Motic 2.0. a) Brachionus
calyciflorus, b) B. plicatilis, c) Plationus patulus, d) Euchlanis dilatata, e) Moina
macrocopa, f) Daphnia pulex, g) Macrothrix triserialis, h) Alona glabra, i)
Simocephalus vetulus.

Resultados y discusion

Se graficaron las relaciones entre el largo y ancho de los individuos de
cada especie para observar si existe relacion entre ambos. Se ajusté un modelo
lineal y se calcul6 dicha relacion con el analisis de regresion y correlacion de

Pearson (Sigma plot 11.0).

En el caso de los rotiferos (Fig. 43), P. patulus y E. dilatata presentaron los

menores niveles de correlacion entre ambas variables (Rajustado = 0,21 y 0,33
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respectivamente). Para P. patulus esto podria atribuirse a su forma cuadrangular

mencionada anteriormente, donde incluso algunos individuos pueden ser mas
anchos que largos. En el caso de E. dilatata su placa dorsal suele ensancharse
por sobre la ventral en diferentes grados, lo cual podria estar ocasionando esta
baja relacion, pero que bien estaria reflejando los valores de su forma ovoide
tipica. En contraposicion, B. calyciflorus y B. plicatilis fueron los que obtuvieron
el mejor ajuste lineal para ambos parametros (Raustado = 0,73 y 0,74
respectivamente). Estas especies se caracterizan por presentar una estrecha
relacion entre largo y ancho de la loriga por las caracteristicas estructurales de
ésta. B. plicatilis presenta una loriga mas rigida y el desarrollo de espinas
posteriores en B. calyciflorus no afecta esta relacion, ya que éstas quedan por
fuera de las mediciones como se explicé anteriormente. A. sieboldii no evidencio
una estrecha relacién en cuanto a sus proporciones corporales (Rajustado = 0,51).
Esto podria deberse a la complicacion que surge al realizar las mediciones a
causa del caracteristico cuerpo blando que presentan las especies de este grupo,
o bien por la presencia de individuos polimérficos que como bien se mencioné
anteriormente suelen estar representados en alto grado en las poblaciones de

esta especie.
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Figura 43: Rectas de regresion para las variables largo y ancho expresadas en

micrometros de las 5 especies de rotiferos analizadas.
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Al evaluar las mismas relaciones lineales entre largo y ancho corporal de

las especies de cladoceros (Fig. 44), puede observarse que A. glabra y D. pulex
fueron las especies con mayor correlacion entre ambos parametros (Rajustado

0,89 y 0,9 respectivamente), seguidas por M. triserialis y S. vetulus (Rajustado = 0,53
y 0,58 para cada una) y por ultimo por M. macrocopa con el menor coeficiente de
correlacion (Rajustado = 0,024) evidenciando una relacion practicamente nula entre

ambas variables.
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Figura 44: Rectas de regresion para las variables largo y ancho expresadas en

micrometros de las 5 especies de claddceros analizadas.

La aplicacion del modelo de regresiéon lineal a la relacién entre el tamano
corporal y la tasa de crecimiento poblacional para las especies de cada grupo en
su conjunto, no evidenci6 en ninguno de ellos una marcada relacién de estos
parametros (Fig. 45), registrandose para los rotiferos un R ajustado nulo, y muy

similar para los cladéceros (Rajustado = 0,018).
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Figura 45: Rectas de regresion para las tasas de crecimiento poblacional de

rotiferos (A) y cladéceros (B) en relacion al largo corporal de los individuos medidos

para cada especie.
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“Quien no haya cometido un error,
nunca ha intentado algo nuevo.”

Albert Einstein

II1
EXPERIMENTOS DE LABORATORIO

Efectos de factores abioticos y
bioticos en poblaciones de especies

del zooplancton
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A. Conductividad

La conductividad es la medida en la que una solucién acuosa es capaz de
conducir una corriente eléctrica (APHA, 1995), es un método indirecto para
determinar la cantidad de iones presentes en la solucién (principalmente sodio,
calcio, potasio, magnesio entre los cationes y cloruro, sulfato, carbonato y
bicarbonato entre los aniones). Existe una relacion entre la conductividad y la
salinidad. Entre los trabajos que abarcan la tematica de experimentacién se
encuentran aquellos que se expresan en salinidad (Fielder et al., 2000; Anitha &
George, 2006; Yin & Zhao, 2008; entre otros) y aquellos que utilizan el término
de conductividad como los sefialados en los capitulos anteriores. La influencia de
la salinidad en los rotiferos esta directamente relacionada con la capacidad de
osmoregulaciéon de estos organismos, lo cual dependera de cada especie con la

que estemos tratando (Anitha & George, 2006).

La conductividad es uno de los factores de control mas importante en los
cuerpos de aguas pampasicos y se ha comprobado a campo que varias especies
de rotiferos, principalmente del género Brachionus dominan a diferentes niveles
de conductividad (Modenutti, 1998; Ardohain et al., 2005; Neschuk et al., 2002;
Claps et al., 2011). Existen numerosos trabajos que evalian las respuestas de
los integrantes de este grupo ante cambios en la conductividad (Pascual & Yufera
1983; Vallejo et al., 1993; Sarma et al., 2002; 2006). En nuestro pais (José de
Paggi & Paggi, 1998) y mas especificamente en la cuenca del rio Salado, se
cuenta con informacioén de 6ptimos y rangos en trabajos de campo (Claps et al.,
2009; Gabellone et al., 2014), sin embargo es inexistente dicha informacién en

trabajos experimentales en relacion a cepas locales.

Hipoétesis: el efecto producido por eventos de lluvia y desecacion de
los cuerpos de agua pampasicos se refleja en los cambios en la
conductividad. Estas variaciones ambientales definen tanto 1la
presencia (rango) como el predominio (6ptimo) de la especie

eurihalina B. plicatilis en los rios y lagunas pamasicos.
Objetivos: Evaluar el efecto de la disminucion (experimento 1) y aumento

(experimento 2) de la conductividad en la dinamica poblacional de la cepa

local de B. plicatilis.
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EXPERIMENTO 1: EFECTO DE LA DISMINUCION DE LA CONDUCTIVIDAD EN LA

DINAMICA POBLACIONAL DE BRACHIONUS PLICATILIS.

En los ambientes pampasicos caracterizados por una baja conductividad
no se registra la presencia de B. plicatilis por lo que puede considerarse que a
pesar de ser una especie eurihalina, su crecimiento estara comprometido a
valores bajos de conductividad. De esta manera, se pretende evaluar el
crecimiento poblacional de una cepa local de B. plicatilis en condiciones
controladas de laboratorio en respuesta a valores de conductividad en orden
decreciente respecto al registrado a campo en el momento de la colecta de

muestras.
1.1 Materiales y métodos.

El trabajo en laboratorio consistiéo de dos fases: la primera consistié en la
aclimatacion de los organismos (rotiferos y algas) y la segunda abarcé la

experimentacion propiamente dicha.

Durante la fase de aclimatacion, los rotiferos fueron cultivados en
erlenmeyers de 500 ml, en condiciones fisico-quimicas estables y similares a las
medidas en campo al momento de la obtencién de la muestra (temperatura,
conductividad y pH), durante un tiempo de dos generaciones (15 dias) (Cabrera,
2008) (Fig. 46a). La conductividad durante la fase experimental se logré a partir
de la disolucién de NaCl en el medio de cultivo. El conteo y la separacién de
individuos se realizaron con microscopio estereoscopico y con pipetas pasteur de
1 ml que permitieron la individualizacién de cada hembra. Los rotiferos fueron
alimentados con el alga cloroficea unicelular Chlorella vulgaris en densidades de
2x10¢ individuos/ml y cada tres dias para eliminar el alimento como factor
limitante (Cabrera, 2008). Esta alga ademas de ser una especie palatable para
estos organismos, posee la caracteristica de ser tolerante y adaptable a los
cambios de conductividad (Vallejo et al., 1993) lo que la convierte en el alimento
ideal para este tipo de experimentos asegurando su buen estado celular en todos
los tratamientos de manera de no influir negativamente sobre los pastoreadores.
Los cultivos de C. vulgaris se realizaron a la par y como parte de este trabajo, en
recipientes de tres litros con luz natural (Fig. 46b). Se midi6 la turbidez con un
turbidimetro de laboratorio (Hatch 2100P) y posteriormente se la correlacion6
con el numero de individuos/ml siguiendo la curva de correlacion
correspondiente a este tipo de cultivo (Ferrando et. al., en prensa), de manera

que todos los tratamientos fueran inoculados con la misma cantidad de algas.
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Figura 46: a) aclimatacion de los cultivos de Brachionus plicatilis; b) cultivos del

alga Chlorella vulgaris utilizada como alimento.

La fase de experimentacion se llevo a cabo en una camara de incubacién
que permitié controlar la temperatura (24 = 1°C) y el fotoperiodo (14 horas luz).
Se utilizaron 20 tubos tipo Nessler con 30 ml de medio (agua + algas) que se
colocaron en un agitador orbital a 50 rpm, para evitar la sedimentacién de las
algas. Dichos tubos fueron distribuidos en el espacio experimental al azar (por
sorteo) (Fig. 47). Las experiencias se realizaron por cuadruplicado, con cinco
niveles de conductividad: un CONTROL de 5 mS/cm (que corresponde al
promedio medido en campo al momento de la toma de la muestra) y cuatro
TRATAMIENTOS en orden descendiente de 4, 3, 2 y 1 mS/cm respectivamente (5
niveles de conductividad X 4 réplicas = 20 tratamientos). La cantidad inicial de
hembras no gravidas con la que se inoculé el medio fue de 2 individuos/ml (60
individuos por tratamiento; 1200 individuos en total). Se monitoreé Ila
temperatura y pH del agua antes de cada conteo y el volumen de agua evaporado

se completo con agua destilada para mantener el volumen total constante.

Figura 47: Distribucion espacial al azar de las unidades experimentales dispuestas

sobre el agitador orbital.
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La densidad de los rotiferos (individuos/ml) se determiné por medio de

conteos con microscopio estereoscopico (Olympus SZ61) que se realizaron cada
dos dias, en vivo, con reposicién. De cada tubo se contabilizaron dos alicuotas
(de 10 ml en un comienzo y 5 ml al aumentar el numero de individuos
obtenidos). Se contabilizaron hembras adultas discriminando las hembras
gravidas y se cuantificé el nimero de huevos que éstas portaban y la presencia
de huevos de resistencia. La experiencia se prolongé durante 14 dias (dos
generaciones). Al finalizar la experiencia el volumen total de cada unidad
experimental se fij6 con formol al 4% para la posterior observacién en
microscopio o6ptico (Olympus CX31) (Fig. 48). Se registraron las medidas
morfométricas correspondientes (largo y ancho de loriga), se calculé el
biovolumen y se transformé a biomasa para los individuos de cada tratamiento

por separado de acuerdo con McCauley (1984).

Figura 48: Fotografias en microscopio 6ptico de las hembras de Brachionus

plicatilis presentes en los distintos tratamientos.

El crecimiento de la poblacién a nivel experimental se evalué en términos
de la tasa instantanea de crecimiento (7, tiempo de duplicacion (td) (Vallejo et. al,
1993), y productividad (R) (Cisneros, 2011).

_ Ln Nf-Ln No
- t Nf = ntmero final de inividuos/ml
td = Ln2 No = numero inicial de inividuos/ml
r t = tiempo (dias)
R = Nf ; No
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Los datos obtenidos se evaluaron estadisticamente por medio del analisis
de la varianza (ANOVA simple, factorial y de dos vias para medidas repetidas)
segln el requerimiento de cada factor a evaluar y que seran detallados en cada
caso. Se contemplé el cumplimiento de los supuestos para cada uno de ellos
(homogeneidad de varianzas por test de Levene y esfericidad por test de

Mauchley para el RM ANOVA).

cultivo aclimatacion separacion

B. plicatilis iry

experim. 1 experim. 2

SmS/cm — 5 mS/cm

4mS/cm — 8 mS/cm

3mS/cm —— 11 mS/cm

2mS/cm —— 15 mS/cm

1 mS/cm — 17 mS/cm
muestras

formolizadas

alimento

Figura 49: Esquema del disefio experimental y desarrollo de los experimentos de
CONDUCTIVIDAD (1: disminucién de la conductividad y 2: aumento de la

conductividad).
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1.2 Resultados

Respecto a la densidad poblacional se pudo observar un marcado
solapamiento durante la primera semana del experimento y ya a partir del dia 10
se distingue mas claramente como se comienzan a apartar los tratamientos entre
si. La mayor densidad poblacional registrada en los distintos tratamientos para
las poblaciones de B. plicatilis se obtuvo a un valor de conductividad de 5
mS/cm (23,7 individuos/ml) en el dia 12, mientras que en el nivel mas bajo de
conductividad (1 mS/cm) se observo una clara disminucién de la poblacién (<1
individuos/ml). Hacia el final del experimento (dia 14) se observa una
disminucién en los niveles de conductividad de 5, 3 y 1 mS/cm, mientras que los
restantes siguen incrementando levemente su densidad, pero sin alcanzar los
valores del CONTROL. El ANOVA de dos vias para medidas repetidas (RM
ANOVA) confirmé las diferencias observadas para estos tratamientos. De este
analisis resultaron significativas las diferencias tanto para la interacciéon entre
los factores TIEMPO y TRATAMIENTO (Fas,105= 4,67; p<0,000)( Fig. 50), como
para cada factor por separado. Las diferencias en cuanto a los tratamientos se
dividieron en dos grupos homogéneos (F4,15=3,76; p<0,02), siendo el tratamiento
de ImS/cm y SmS/cm los extremos de ambos, mientras que el resto de los
tratamientos mostraron valores intermedios (tabla 7, Fig. 51). Respecto al tiempo
las diferencias obtenidas (F7,10s=24,24; p<0,000) evidenciaron una clara
separacion entre la primera semana del experimento (hasta el octavo dia) y la
semana posterior, donde ya los tratamientos comienzan a apartarse entre ellos

(Fig. 50).

Tabla 7. Test a posteriori (Tukey) para el factor CONDUCTIVIDAD,
mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) y la densidad media total y
de las hembras gravidas.

Conductividad  Gr.H.  oiivltl O D ndividuoe/ml)
1 mS/cm a 1,70 0,16
3 mS/cm a b 6,27 0,48
4 mS/cm a b 6,64 0,49
2 mS/cm a b 7,86 0,56
S mS/cm b 11,59 0,74
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Figura 50: Interaccion (RM ANOVA) entre los factores tiempo y tratamiento para la
densidad total de hembras. Recuadro: densidad promedio de hembras gravidas en

cada tratamiento en funcién del tiempo.

La densidad de hembras gravidas tomé valores promedios que
corresponden aproximadamente a un 6% de la densidad total observada. En
cada tratamiento y a lo largo del tiempo, tuvo un comportamiento similar a la
densidad total (recuadro de Fig. 50 y Fig. 51) obteniéndose diferencias
significativas en el RM ANOVA (F24,00 =3,45 ; F4,15=3,98 ; Fs 00 =9,66; p<0,05) que
conformaron los mismos grupos homogéneos para el factor TRATAMIENTO
separando el nivel de conductividad menor del mayor. Para el factor TIEMPO se
pudo observar un marcado descenso hacia el final del experimento. El dia final
(dia 14) tom6 una posicién intermedia por sus bajos valores de densidad,
conformando asi un total de tres grupos homogéneos (tabla 8). Lo mismo se
observd en el caso del numero de huevos, siendo significativas las diferencias
para los tratamientos y el tiempo, conformando los mismos grupos homogéneos
que se observaron para las hembras gravidas (Fe,105 =4,63; F4,105 =11,94; p<0,000)

(tabla 8; Fig. 51).
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Figura 51: Box-plot de la densidad total de hembras, densidad de hembras gravidas

y nimero de huevos por tratamiento.

Tabla 8. Test a posteriori (Tukey) para el factor TIEMPO, mostrando los
grupos homogéneos (Gr. H.) y la densidad media de las hembras
gravidas y el nimero de huevos total por dia.

Densidad gravidas Numero huevos

LCTEO Gr. H. (individuos/ml) (total)
dia 2 a 0,25 0,85
dia 4 a b 0,36 1,34
dia 6 a b 0,43 1,45
dia 14 a b 0,45 1,53
dia 8 a b 0,48 1,72
dia 10 b c 0,58 2,12
dia 12 c 0,78 2,80

Al finalizar el experimento se observé que en los tres niveles de menor
conductividad (1 a 3 mS/cm) aparecieron huevos de resistencia sueltos al igual
que hembras portando este tipo de huevos, algunas de ellas con las lorigas mas
deformadas o ya muertas (Fig. 52) En tanto que en los niveles de conductividad

de 4 y 5 mS/cm no se observaron dichas estructuras.
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Figura 52: Imagenes tomadas con microscopio optico al finalizar el
experimento en los tres niveles de menor conductividad. a) Huevo de resistencia

suelto y b-d) huevos de resistencia dentro de la loriga de cada hembra.

La tasa instantanea de crecimiento poblacional (r) se calcul6 en el dia 12
del experimento, que fue considerado como el Ultimo dia de la fase exponencial
de la segunda semana. El tratamiento de 3 mS/cm fue el que obtuvo los menores
valores (7promedic= 0,10) correspondiéndose con un mayor tiempo de duplicacion de
7,6 dias. Los tratamientos de 2 y 4 mS/cm también mostraron tasas de
crecimiento bajas (fpromedic= 0,11 y 0,12) respecto a las mencionadas
anteriormente para la especie. Finalmente el tratamiento que mostr6é la mayor
tasa de crecimiento en este experimento fue el CONTROL de S5mS/cm con un
valor de 7 promedio de 0,20 y un maximo de 0,24. El tratamiento de 1 mS/cm
mostré valores negativos que correspondieron a una disminucion de la poblacion
en esa condicidn (7promedio = -0,10) y donde también se encontré el menor valor

para todos los replicados (r=-0,19) (Fig. 53).
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Figura 53: Tasa instantanea de crecimiento “r” (barras) y tiempo de duplicacién
(rombos) de las poblaciones de Brachionus plicatilis en los 5 niveles de

conductividad.

Al mismo tiempo, la tasa instantanea de crecimiento fue sometida al
analisis estadistico por medio de un ANOVA de una via que evidenci6 diferencias
significativas para este factor entre un nivel de conductividad y otro (Fs,:15 =5,55;
p<0,006). Se identificaron dos grupos homogéneos; el primero incluye al nivel de
conductividad de 1 mS/cm siendo su valor significativamente menor al segundo
grupo homogéneo compuesto por los tratamientos de conductividad superior (2 a

SmS/cm) (tabla 9, Fig. 54).

e /.{//%/%

0,0 /

tasa de crecimiento (r)

1 2 3 4 5
conductividad (mS/cm)

Figura 54: Grafico de ANOVA para la tasa instantanea de crecimiento (r) por cada

tratamiento de conductividad.
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Tabla 9. Test a posteriori (Tukey) para el factor
CONDUCTIVIDAD, mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) y
la densidad media de la tasa de crecimiento poblacional (r).

Conductividad r Gr. H.

1 mS/cm -0,1055 a

3 mS/cm 0,1013 b
2 mS/cm 0,1116 b
4 mS/cm 0,1226 b
5 mS/cm 0,2013 b

En cuanto a la productividad (R) no se observaron grandes diferencias
entre los tratamientos en la primera semana. En la segunda semana de la
experiencia el valor maximo se encontré en el tratamiento de 5 mS/cm (1810
ind/1/d), apartandose de los restantes. Los mayores niveles de productividad se
observaron en los dias 10 y 12. El nivel de conductividad de 1 mS/cm no fue
tomado en cuenta ya que como se mencioné anteriormente la poblacién decayé a

niveles muy bajos en los dias sucesivos y no se recuper6 (Fig. 55).
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Figura 55: Productividad de las poblaciones de Brachionus plicatilis en los cuatro

niveles de conductividad superiores.
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En cuanto a la morfometria, los valores promedio del largo de la loriga

para las hembras no gravidas oscilaron entre los 189 um y 196,5 um, siendo los
menores valores los obtenidos para el nivel de 1mS/cm y los mayores
correspondientes al nivel de conductividad de SmS/cm. Las hembras gravidas
por el contrario no mostraron una clara tendencia en cuanto a este parametro,
tomando valores promedio de 183 a 196 ym aproximadamente. Para el nivel de
conductividad menor (1mS/cm) no pudo obtenerse ningin dato ya que no hubo
hembras gravidas en este nivel al final del experimento. Estos datos fueron
transformados y expresados en términos de biomasa en microgramos de peso
seco (ug PS) para la biomasa promedio de los organismos en cada tratamiento
(Fig. 56).

B hembras no gravidas B hembras gravidas

0,24 022 0,24 023
! 0,21 0,22 0,21
I 0,19 IO20 I
7

5 mSfem 4mS/cm 3ms/cm 2mS/cm 1 mS/cm

Figura 56: Biomasa promedio expresada en microgramos de peso seco (ug PS) de las

hembras gravidas y no gravidas de Brachionus plicatilis al finalizar la experiencia.

Se discriminaron las hembras gravidas de las no gravidas y se tested la
diferencia entre ambas respecto a cada tratamiento por medio de un ANOVA de 2
vias, el cual resulté significativo (F1s7=28,57; p<0,000) siendo las hembras

gravidas significativamente menores que las no gravidas (Fig. 57).
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Figura 57: Box-plot para la biomasa promedio de las hembras no gravidas y gravidas

al finalizar el experimento.

Si evaluamos entonces la biomasa final de los rotiferos en cada
tratamiento (ug PS /ml) se pudo observar que el valor promedio fue de 2,79 ug
PS/ml (sin contar el tratamiento de 1mS/cm, en el cual quedaban muy pocos
organismos vivos) y la mayor biomasa total final se obtuvo en el tratamiento de 5
mS/cm con un total de 4,07 ug PS/ml para las hembras no gravidas. Para las
hembras gravidas, como ya se mencion6 anteriormente estuvieron presentes en
menor proporcion, por lo que la biomasa final promedio fue de tan sélo 0, 063 nug
PS/ml con valores maximos de 0,19 ug PS/ml para la conductividad de 2 mS/cm
(Fig. 58).

B hembras no gravidas M hembras gravidas

0,06

0,15 0,19
4,07
2,78
2,82 0,00
. - o 0,03
- J9 _______-___1
5 ms/em 4ms/em 3msS/cm 2mS/cm 1mS/cm

Figura 58: Biomasa final expresada en microgramos de peso seco por militro (ug

PS/ml) de las hembras gravidas y no gravidas de Brachionus plicatilis.
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Posteriormente se testearon por separado las posibles diferencias entre los
tratamientos para las hembras no gravidas ya que fueron las Uinicas presentes en
todos los niveles de conductividad. En este caso en ANOVA de una via no
evidenci6 diferencias significativas entre los tratamientos (Fs4,63=2,39, p=0,59), sin
embargo el valor de probabilidad se encuentra muy cercano al critico, y como se
puede observar en la figura 359, si se pudo ver una tendencia a disminuir el
biovolumen de los organismos a medida que disminuyen los niveles de

conductividad.
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Figura 59: Grafica del ANOVA una via para el biovolumen de las hembras no

gravidas en funcion de los cinco niveles de conductividad testeados.

Con la misma metodologia de cultivo descripta para B. plicatilis, se cultivo
también a individuos de Brachionus rotundiformis traidos de la misma localidad
de muestreo. Al alcanzar el nimero poblacional suficiente se programoé y llevé a
cabo la misma experiencia de DISMINUCION DE CONDUCTIVIDAD. A fin de
poder evaluar la respuesta de esta especie, y poder compararla con los
resultados obtenidos para B. plicatilis se mantuvieron las mismas condiciones,
incluyendo la distribucién de las unidades experimentales en el espacio. De esta
manera entonces se replicé exactamente el experimento 1. El primer dia de
conteo se observé una notable disminucién de la poblacién y ya para el segundo
dia la mortandad fue masiva y el experimento debi6é cancelarse. Se prosiguié con
los cultivos de esta especie pero lamentablemente no volvieron a alcanzar un

tamano poblacional suficiente para volver a repetir la experiencia.
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1.3 Discusion

En cuanto a la densidad poblacional el solapamiento de todos los
tratamientos en los primeros 8 dias puede relacionarse con la fase de latencia
caracteristica de una poblacién aclimatada a una condicién especifica (Pascual &
Yuafera, 1983) como lo fue en este caso la conductividad control. Durante esta
primera semana se observo entonces valores similares de densidad tanto de las
hembras aclimatadas previamente a uno de los niveles de conductividad, como
aquellas que se incorporaron durante los dias posteriores a la inoculacién inicial,
ya nacidas en condiciones de conductividad distintas en cada caso. Pascual &
Yafera (1983) mencionan que las poblaciones de B. plicatilis crecen muy bien
después de ser trasladadas directamente a distintas conductividades, indicando

como Unico efecto un aumento de la fase de latencia.

La presencia de hembras micticas no se registré en la primera generacion
en coincidencia con lo observado por Hagiwara & Hino (1989) ya que la edad de
la hembra progenitora es un factor para la produccién de hembras micticas (Kim

& Hagiwara, 2011).

Se ha obtenido tasas de reproducciéon asexual que indican que las
poblaciones se han desarrollado en un entorno favorable en las mayores
conductividades en este experimento (Lubzens et al., 1985). Esto concuerda con
lo planteado por diversos autores que mencionan el efecto directo de influencia
de la salinidad sobre la tasa de crecimiento, y que depende de la especie y el
genotipo con el que se esté trabajando (Miracle & Serra, 1989; Serra et al., 1998).
Cada genotipo, entonces, estara adaptado a un 6ptimo de salinidad en el cual su
tasa de crecimiento sera mayor (Anitha & George, 2006) y de ahi la importancia
de determinar este “r” especifico para cada genotipo en cuestion. Cabe mencionar
que estas tasas fueron menores a las observadas en el capitulo II para esta
especie, lo que se corresponde al tiempo en el cual se realiz6 el calculo y no con
una respuesta a la condicién. En este caso la tasa de crecimiento fue calculada
para la fase exponencial antes de finalizar la segunda semana del experimento ya
terminando la segunda generacién, duplicando asi el tiempo utilizado en el

calculo del crecimiento anterior (5 dias).

Las conductividades entre 3 y 1 mS/cm pueden ser consideradas como
poco favorables para el crecimiento de estas cepas ya que a esos niveles se

hallaron huevos de resistencia que son producidos por las hembras micticas en
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condiciones desfavorables de salinidad (Hagiwara & Hino, 1989) a pesar de tener

un ambiente favorable en cuanto a alimento y temperatura.

En los niveles de conductividad de 4 y 5 mS/cm no se hallaron huevos de
resistencia durante todo el experimento a pesar de las elevadas densidades
registradas que pueden considerarse un factor desencadenante en la produccion
de hembras micticas (Stelzer & Snell, 2003). Esto sugiere que la poblacional no

alcanzo6 su maxima densidad en la fase amicitica.

Dentro del rango experimental, el limite inferior de tolerancia fue entre los
niveles de conductividad de 1 y 2 mS/cm, lo que concuerda con lo observado por

Pascual & Yufera (1983) en sus experimentos de salinidad para esta especie.

Las diferencias entre estos resultados y los obtenidos a mayores
salinidades por un gran numero de autores (Lubzens, 1985; entre otros) pueden
atribuirse a la variacién genética de las cepas y los requerimientos ecologicos

dependiendo la zona geografica (Vallejo et al., 1993)

Los dias 10 y 12 fueron los momentos de mayor productividad de la
poblacién para el nivel de conductividad considerado como 6ptimo dentro de este
experimento (5 mS/cm), que los situarian como el mejor momento de cosecha en

estas condiciones especificas.

Estos resultados confirman que las poblaciones de las cepas locales
pueden alcanzar densidades elevadas en los ambientes 16ticos de la cuenca del
rio Salado como lo observado por Claps et al. (2009) donde tanto el limite inferior
como 6ptimo de conductividad son similares a lo planteado en este experimento.
En la mayoria de las lagunas de la cuenca, la presencia de B. plicatilis esta
restringida principalmente a los meses de verano cuando es posible que el nivel
hidrométrico descienda significativamente por falta de precipitaciones y por
incremento de evaporacion, promoviendo el ascenso de la conductividad
(Ardohain et al., 2005). Lo mismo fue observado por José de Paggi & Paggi (1998)
tanto para el rio Salado en Santa Fe como para la laguna Juan de Garay, donde
encontraron a B. plicatilis como especie dominante cuando se registraron los
valores mas altos de conductividad (3500 uS/cm para la laguna y 6300 uS/cm

para el rio).

La diferencia encontrada en la biomasa de las hembras, podria
relacionarse con el “efecto Lansing” (Gribble et al., 2014) que sugiere que en

aquellos cultivos con hembras mas viejas éstas transmitiran una sefal a su
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descendencia de manera que las generaciones siguientes comienzan a

reproducirse mas tempranamente y consecuentemente presentaran una menor
talla ya que la energia la desvian hacia la reproduccion. Este podria ser el caso
ya que el experimento fue diseflado con un inoculo inicial de hembras adultas no
gravidas de similar talla. Por lo que las hembras gravidas medidas al finalizar y
que representaron la menor talla, pueden haber sido la descendencia de las

primeras.

Respecto al biovolumen de las hembras no gravidas, si bien el testeo
estadistico no evidenci6é diferencias entre los tratamientos, la tendencia a la
disminucién directamente proporcional del tamano de la lériga en relaciéon con
la disminucién de la conductividad pudo haber estado subvalorada por el bajo

numero de individuos que pudieron medirse hacia el final del experimento.

Se propone entonces para futuras experiencias tomar la precauciéon de

fijar y medir un mayor numero de individuos para el calculo del biovolumen.
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EXPERIMENTO 2: EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONDUCTIVIDAD EN LA DINAMICA

POBLACIONAL DE BRACHIONUS PLICATILIS.

Este experimento se plante6 como continuidad del anterior a fin de
evaluar las mismas caracteristicas poblacionales pero en niveles conductividad
creciente respecto al CONTROL de 5 mS/cm. Por lo cual la seccién 1.1 de
materiales y métodos se repitié6 exactamente igual a excepcion de los valores de

conductividad de cada tratamiento, que se aclaran en la figura 49.

2.2 Resultados

En el mismo orden del experimento 1 se evalu6é primero la densidad
poblacional de Brachionus plicatilis y se observé un comportamiento muy similar
en todos los tratamientos en cada dia de recuento y el mismo solapamiento entre
ellos en la primer semana del experimento. Ya en la segunda semana, a partir del
dia 8 de recuento se pudo ver el alejamiento del tratamiento de 5 mS/cm de los
restantes que siguieron con un solapamiento de los conteos entre si. La mayor
densidad poblacional registrada en este experimento coincidi6 con el anterior
para los 5 mS/cm de conductividad (50,88 individuos/ml promedio) también en
el dia 12, mientras que en los restantes niveles se mantuvo una relacién inversa
entre la conductividad y la densidad poblacional siendo que con valores de 8
mS/cm el maximo promedio fue de 31,96 individuos/ml y a 17 mS/cm la
densidad alcanzé promedios de 18,67 individuos/ml. Todos los tratamientos
disminuyeron su densidad en el dia final del experimento (dia 14) siendo esta
caida mas abrupta en los tratamientos de mayor conductividad. E1 ANOVA de
dos vias para medidas repetidas (RM ANOVA) para la densidad confirmé las
diferencias observadas para estos tratamientos. De este analisis resultaron
significativas las diferencias tanto para la interaccion entre los factores TIEMPO
y TRATAMIENTO (Fas,105= 15,43; p<0,000)( Fig. 60), como para cada factor por
separado. Las diferencias en cuanto a los tratamientos se dividieron en 2 grupos
homogéneos (F4,15=20,09; p<0,000), dejando en claro lo anteriormente expuesto
siendo el tratamiento de 5mS/cm significativamente mayor al resto (tabla 10a,
Fig. 60). Respecto al tiempo las diferencias obtenidas (F7,10s=187,46; p<0,000)
evidenciaron una clara separacion entre la primera semana del experimento,
siendo el octavo dia un intermedio por conformar el grupo de mayor densidad de
los dias 10 y 12, y el dia 14 tomando posicién intermedia por la disminucién

poblacional antes mencionada (tabla 10b).
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Figura 60: Interaccion (RM ANOVA) entre los factores tiempo y tratamiento para la
densidad total de hembras. Recuadro: densidad promedio de hembras gravidas en

cada tratamiento en funcidn del tiempo.

Tabla 10. Test a posteriori (Tukey) para el factor CONDUCTIVIDAD (a) y
TIEMPO (b), mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) y la densidad
media total por tratamiento y de las hembras gravidas por dia.

a) Conductividad Densidad (ind./ml) Gr. H.

17 mS/cm 10,41

a

14 mS/cm 12,56 a

11 mS/cm 13,29 a

8 mS/cm 14,76 a

5 mS/cm 23,56 b
b) Tiempo Densidad (ind./ml) Gr. H.

dia 2 0,25 a

dia 4 0,36 a b

dia 6 0,43 a b

dia 14 0,45 a b

dia 8 0,48 a b

dia 10 0,58 b ¢

dia 12 0,78 c
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La densidad de hembras gravidas tomo6 valores promedios que

corresponden aproximadamente a un 3% de la densidad total observada. En
cada tratamiento y a lo largo del tiempo tuvo un comportamiento similar a la
densidad total teniendo sus valores maximos hacia el dia 12 y una posterior
disminucién en el dia final (recuadro de Fig. 60 y Fig. 61) obteniéndose
diferencias significativas en el RM ANOVA (Fa4,90 =3,45 ; F4,15=3,98 ; Fg90 =9,606;
p<0,05) separando en este caso a los tratamientos en 2 grupos homogéneos con
la conductividad de 17 mS/cm y 8 mS/cm como los extremos de cada uno con
los menores y mayores valores de densidad promedio respectivamente (tabla
11a), mientras que la conductividad de 5 mS/cm para el caso de las hembras
gravidas tom6 un valor intermedio (0,49 individuos/ml). Para el factor TIEMPO
también se observo un comportamiento similar a la densidad total (recuadro de
Fig.60), y donde se evidencia el marcado descenso hacia el final del experimento.
El dia final (dia 14) tomé una posicion intermedia por sus bajos valores de
densidad, conformando asi un total de 3 grupos homogéneos al igual que para la
densidad total (tabla 10a). En el caso del niumero de huevos, también fueron
estadisticamente significativas las diferencias para los tratamientos y el tiempo,
conformando los mismos grupos homogéneos que se observaron para la

densidad total (Fs,105 =34,18; F4,105 =19,56; p<0,000) (tabla 11b; recuadro Fig. 61).
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Figura 61: Box-plot de la densidad total de hembras, densidad de hembras gravidas.

Recuadro: promedio del niimero de huevos por tratamiento.
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Tabla 11. Test a posteriori (Tukey) para el factor CONDUCTIVIDAD
mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) y la densidad de hembras
gravidas (a) por tratamiento y el namero de huevos total (b).

a) Conductividad Densidad gravidas

(individuos/ml) St

17 mS/cm 0,11 a

11 mS/cm 0,48 a b
5 mS/cm 0,49 a b
14 mS/cm 0,56 a b
8 mS/cm 0,74 b

b) Conductividad LICECRD COLTRCD Gr. H.
(total)

14 mS/cm 1,29 a

11 mS/cm 1,30 a

17 mS/cm 1,31 a

8 mS/cm 1,56 a

5 mS/cm 3,49 b

Al finalizar el experimento se observé que en los dos niveles de mayor
conductividad (14 y 17mS/cm) aparecieron hembras portando huevos de

resistencia y se observo la presencia de machos que fueron fotografiados (Fig. 62)

Figura 62: Imagenes tomadas con microscopio optico al finalizar el experimento
donde se observo la presencia de machos en los 2 niveles de mayor conductividad
(14 y 17 mS/cm).

La tasa instantanea de crecimiento poblacional (r) se calcul6 en el dia 12
al igual que el experimento anterior por ser considerado el ultimo dia de la fase.

Asi, la mayor tasa de crecimiento (0,22) y el menor tiempo de duplicacion (3,11
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dias) correspondié al tratamiento de 5mS/cm, mientras que los restantes

mantuvieron esta misma relaciéon pero con valores promedio menores y td que
llegaron a duplicar al tratamiento control (7promedio €ntre 0,12-0,14 y td entre 4,8 y
5,6 dias) (Fig. 63).
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Figura 63: Tasa instantanea de crecimiento “r” (barras) y tiempo de duplicacion
(rombos) de las poblaciones de Brachionus plicatilis en los 5 niveles de

conductividad.

El posterior analisis estadistico (ANOVA de una via) al que se sometio la
tasa instantanea de crecimiento evidencié diferencias significativas para este
factor entre un nivel de conductividad y otro (Fs4:5 =7,62; p<0,001). Se
identificaron dos grupos homogéneos; donde nuevamente la conductividad de 8
mS/cm aparece como valor de transiciéon entre un grupo y otro, siendo parte del
primero que incluye los niveles de mayor conductividad (8 a 17 mS/cm) con
valores de r significativamente menores al segundo grupo homogéneo compuesto
por los tratamientos de conductividad de 5 mS/cm sumado al de 8 mS/cm (Fig.
64, tabla 12).
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Figura 64: Tasa instantanea de crecimiento (r) promedio por cada tratamiento de

conductividad.

Tabla 12. Test a posteriori (Tukey) para el factor CONDUCTIVIDAD

mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) para la tasa de crecimiento

poblacional (r).

Conductividad r Gr. H.

17 mS/cm 0,1833 a

14 mS/cm 0,2108 a

11 mS/cm 0,2199 a

8 mS/cm 0,2253 a b
5 mS/cm 0,2689 b

En cuanto a la productividad (R) no se observaron grandes diferencias

entre los tratamientos en la primera semana al igual que pasé en el experimento

anterior. En la segunda semana de la experiencia el valor maximo se encontro

en el tratamiento de S mS/cm (4073 ind/1/d), apartandose de los restantes. Los

mayores niveles de productividad se observaron en los dias 10 y 12. Los

tratamientos restantes rondaron un promedio de productividad de 2000 ind/1/d

(Fig. 65).
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Figura 65: Productividad de las poblaciones de Brachionus plicatilis en los cinco

niveles de conductividad.

En cuanto a la morfometria, los valores promedio del largo de loriga para
las hembras no gravidas oscilaron entre los 159,8 ym y 187,4 um. Las hembras
gravidas so6lo pudieron medirse en los 3 tratamientos de mayor conductividad,
tomando valores promedio de 179 um. Estos datos fueron transformados y
expresados en términos de biomasa (ug PS) (Fig. 66). La mayor biomasa se
encontré a los 5SmS/cm seguida de los niveles de conductividad mayor (14 y 17
mS/cm) y luego los intermedios de 8 y 11 mS/cm, no mostrando una clara
tendencia respecto a este factor, esto se confirmoé por el ANOVA de una via
realizado donde los grupos homogéneos siguen esta disposicion (tabla 13)
(F4,113=3,87; p<0,0055).
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Figura 66: Biomasa en microgramos de peso seco (ug PS) de las hembras no gravidas

presentes al finalizar el experimento.

Tabla 13. Test a posteriori (Tukey) para el factor CONDUCTIVIDAD

mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) para la biomasa en cada

tratamiento.
Conductividad Biomasa Gr.H.
8 mS/cm 0,104 a
11 mS/cm 0,105 a
17 mS/cm 0,111 a b
14 mS/cm 0,113 a b
S mS/cm 0,120 b

Nuevamente, en la biomasa final de los rotiferos en cada tratamiento (ug
PS/ml) se pudo observar que el mayor valor se obtuvo en el tratamiento de 5
mS/cm con un total de 4,35 ug PS/ml para las hembras no gravidas y un
promedio de 1,09 ug PS/ml para los tratamientos restantes. Para las hembras
gravidas, como ya se mencioné anteriormente estuvieron presentes en menor
proporcion, por lo que la biomasa final promedio fue de tan sé6lo 0, 06 ug PS/ml
con valores maximos de 0,11 ug PS/ml para la conductividad de 14 mS/cm (Fig.
67).
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Figura 67: Biomasa final expresada en microgramos de peso seco por militro (ug
PS/ml) de las hembras gravidas y no gravidas de Brachionus plicatilis al finalizar

la experiencia.

2.3 Discusioén

Al igual que para el “experimento 1”, aqui también se observd el
solapamiento de los tratamientos en la primera semana que puede ser explicada
por la fase de latencia mencionada anteriormente por Pascual y Yufera (1983). Se
pudo observar que si bien el tratamiento control fue el que mas creci6, los
restantes tratamientos tuvieron un desarrollo considerable y mucho mas elevado
a lo observado para los tratamientos del “experimento 1”7, incluso duplicando su

valor y superando a lo observado por Fielder et al (2000).

Las tasas de reproduccion asexual obtenidas fueron equivalentes a las del
optimo del experimento anterior en los niveles de conductividad inferior (5-8
mS/cm), disminuyendo levemente en los niveles mas altos, pero aun asi
tomando valores considerados como favorables en el ambito experimental

coincidiendo con lo observado por Vallejo et al. (1993).

A pesar de la elevada densidad observada en los dos niveles de mayor
conductividad (14 y 17 mS/cm), éstas podrian ser consideradas como poco
favorables para el crecimiento de estas cepas ya que se registro la presencia de

machos y huevos de resistencia indicando un cambio de al menos una parte de
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la poblacién a la fase mictica de desarrollo, que como se mencioné anteriormente

se produce en condiciones desfavorables de salinidad (Hagiwara & Hino, 1989).

Nuevamente los dias 10 y 12 fueron los momentos de mayor productividad
de la poblacion en todos los niveles de conductividad, siendo mayor en aquél
considerado como 6ptimo dentro de este experimento (5 mS/cm), coincidiendo

con lo observado en el “experimento 1”.

Todo esto refuerza el concepto de que los niveles de conductividad son
determinantes para la presencia conspicua de B. plicatilis en los ambientes y
coincide con los resultados registrados para las poblaciones naturales de esta
cepa en los ambientes l6ticos de la cuenca del rio Salado (Claps et al., 2009)
donde pudo alcanzar densidades elevadas incluso a niveles de conductividad tan
altos como los evaluados en este experimento (Solari et al., 2002 y Gabellone et
al., 2014). Y como se mencioné anteriormente, también se corresponde por lo
mencionado para el rio Salado de Santa Fe, con la mayor abundancia y
dominancia por parte de B. plicatilis a conductividades entre los 5 y 8 mS/cm

(José de Paggi & Paggi, 1998).

En relacion al tamano (largo) de loriga los valores maximos coinciden con
lo observado por Anitha & George (2006) para niveles de conductividad similares

a los ensayados.
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B. Temperatura

La temperatura es un factor determinante para el crecimiento de poblaciones
de rotiferos aunque es variable segin la especie. Brachionus angularis tiene su
limite de tolerancia a 25 °C mientras que B. calyciflorus, considerada una especie
euriterma del calor puede cultivarse con temperaturas mayores a 40 °C. Por el
contrario, especies del género Notholca no prosperan con temperaturas

superiores a los 10 °C (Walz et al., 1989).

La reproduccion de B. plicatilis depende de numerosos factores como la
temperatura, salinidad y la calidad y cantidad de alimento (Lubzens et al., 1985,
Miracle & Serra 1989, Yufera, 2007). El maximo crecimiento de la poblaciones
puede darse en diferentes temperaturas (Yin & Zhao, 2008), dependiendo de las

cepas geograficas, pero fluctia entre 18 y 25 °C (Fielder et al., 2000).

Hipoétesis: La estacionalidad en los cuerpos de agua pampasicos se
expresa en fluctuaciones térmicas que influyen en forma directa en la
estructura y dinamica de un gran numero de zooplanctontes. Por
ejemplo se define tanto la presencia (rango) como el predominio
(6ptimo) de la especie eurihalina B. plicatilis en rios y lagunas

pampasicas.
Objetivos: evaluar el efecto de dos niveles de temperatura que reflejan dos

momentos caracteristicos de estacionalidad térmica en los cuales la cepa

local de Brachionus plicatilis puede desarrollarse.

EXPERIMENTO 3: EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA DINAMICA POBLACIONAL

DE BRACHIONUS PLICATILIS.

La temperatura promedio historica (1933-actualidad) de los sitios de
muestreo de la provincia de Buenos Aires en donde se colectaron los clones de
B.plicatilis fluctia entre los 15° C en otofio y primavera y 25° C en verano
(http://data.giss.nasa.gov/tmp/gistemp/STATIONS/). Por lo que se planted
realizar como primera experiencia en laboratorio respecto a la temperatura, una
que evaluara el desarrollo poblacional de clones de este organismo en ambas

condiciones térmicas (25° Cy 15° C).
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3.1 Materiales y métodos.

El experimento se llevé a cabo en dos camaras de incubacion, cada una
configurada con las dos temperaturas propuestas para este experimento (25° Cy
15° C). Se utilizaron 16 viales de vidrio de 25 ml, los cuales se llenaron con 20 ml
de medio de cultivo EPA y se inocularon con 0,5 x10 ¢ individuos/ml de C.
vulgaris (Fig. 68). La densidad inicial del rotifero B. plicatilis para todos ellos fue
de 0,5 individuos/ml (10 individuos por vial). Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado. La mitad de ellos se inocularon con hembras adultas

(tratamiento A) y la otra mitad con neonatos (tratamiento N) (Fig. 69).

Los conteos se realizaron con microscopio estereoscopico y a diario se
renovo por completo el medio de cultivo de cada uno de las réplicas y se
inocularon con la misma cantidad de alimento. El conteo de los tratamientos
inoculados con hembras adultas se efectué cada 24 horas y los datos obtenidos
se utilizaron en los analisis de crecimiento poblacional, mientras que los
tratamientos inoculados con neonatos se contabilizaron cada 12 horas para la
confeccion de una tabla de vida. Como ya se mencioné anteriormente, los
organismos de esta especie y de los rotiferos en general tienen un corto ciclo de
vida y el conteo cada 12 horas, nos permite diferenciar los neonatos recientes de
los adultos. Para la confecciéon de la tabla de vida fue necesario contar y separar
los nuevos neonatos de los adultos y de esta manera estar seguros que se sigue
el crecimiento de la cohorte original. La finalizacion del experimento se determiné
para los tratamientos con neonatos al momento en que todas las hembras de esa
cohorte murieron y en los tratamientos con adultos al momento en que la
poblacién disminuyé considerablemente luego de la respectiva fase exponencial.
Con los datos obtenidos de la tabla de vida también se calcularon la tasa de
crecimiento poblacional (r), la tasa reproductiva bruta y neta (TRB, TRN),
supervivencia (Ix) y la fecundidad (mx) para cada tratamiento. Al finalizar el
experimento se tomaron las medidas morfométricas de los individuos para su

posterior calculo de biomasa.
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Figura 68: Desarrollo del experimento de temperatura con Brachionus plicatilis. a)
Camara de incubacion; b) Viales, medio de cultivo y camaras de conteo; c) recuento

conteo con microscopio estereroscopico.

Los valores de densidad y aquellos parametros obtenidos de la tabla de
vida fueron sometidos a distintos analisis estadisticos seglin corresponda en
cada caso (RM ANOVA, ANOVA una via) con el cumplimiento de los supuestos

respectivos.
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Figura 69: Esquema del disefio experimental y desarrollo del experimento 2:

Brachionus plicatilis sometido a temperaturas de 25°C y 15°C.

3.2 Resultados.

De los tratamientos con hembras adultas (A), la maxima densidad
promedio se obtuvo a los 25° C (11,47 individuos/ml) en el dia 5 del experimento
con picos de 13 individuos/ml, mientras que a los 15° C ocurrié un dia después
y no superé los 2 individuos/ml, lo que represent6é apenas una séptima parte de
lo observado para el primer tratamiento (Fig. 70).

A partir del dia 1 ambos tratamientos ya se separaron notoriamente y con
un fuerte incremento poblacional a 25°C, para volver a juntarse hacia el dia 11

hasta finalizar el experimento. Se observo que si bien a los 15°C no existié6 un
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considerable incremento poblacional, la misma no desaparecié6 sino que

permaneci6 con baja densidad pero estable a lo largo del tiempo experimental.

12

densidad (individuos/ ml )

tiempo (dias)

Figura 70: Densidad poblacional de Brachionus plicatilis en las dos temperaturas

ensayadas: 25° C y 15° C.

Para la verificacion estadistica de estas observaciones, los valores de
densidad se sometieron a un analisis de la varianza para medidas repetidas (RM
ANOVA) en el cual se obtuvieron diferencias significativas (p<0,001) tanto para la
interaccion (Fis56= 50,9) como para los factores TIEMPO y TEMPERATURA
(F14,56= 69,2; F14=439,9).

El test a posteriori Tuckey para el factor TIEMPO mostré tres grupos
homogéneos, el primero agrup6 los 2 primeros dias y los 5 ultimos dias, con la
menor densidad de rotiferos, que coincide con lo sefialado anteriormente donde
se juntaron los valores de ambos tratamientos. Por otro lado los dias 3 a 6
conformaron el grupo con la mayor densidad poblacional y un tercer grupo con
valores intermedios, estos 2 Ultimos grupos coincidieron con la separaciéon antes

mencionada entre ambos tratamientos (tabla 14).

115




Tabla 14. Test a posteriori (Tukey) para el factor TIEMPO, mostrando los grupos
homogéneos (Gr. H.) y la densidad media.

Gr. H media
dia 14 a 6,5
dia O a 9,83
dia 13 a 10,0
dia 12 a 11,5
dia 11 a 15,33
dia 10 a 23,17
dia 1 a 23,67
dia 9 b 39,0
dia 2 b 49,33
dia 8 b 56,17
dia 7 b 77,17
dia 3 c 89,33
dia 6 c 94,33
dia 4 c 124,33
dia 5 c 128,33

A partir de los tratamientos inoculados con neonatos (N) se evidenciaron
las diferencias en la estructura de la poblacion en cada tratamiento (Fig. 71). La
mayor diferencia se hallé en la densidad de neonatos que en el tratamiento de
25°C alcanz6 un maximo de 17 neonatos en el dia 2, mientras que a los 15°C el
maximo fue apenas de 4 neonatos entre los dias 4 a 6. La densidad de huevos
fue muy similar entre ambos, con maximos de 16-17 huevos por dia, pero como
puede visualizarse en la figura 71 la producciéon comenzé en edades muy
tempranas en el tratamiento de 25°C (dia 1), mientras que a 13°C una
produccién equivalente se observo a partir del dia 3-4. Los adultos por su parte y
como ya se mencioné anteriormente tuvieron un comportamiento muy similar
entre ambos tratamientos en los dias sucesivos comenzando a morir a partir del

dia 5-6.
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Figura 71: Densidad de los distintos componentes de la estructura poblacional en

las dos temperaturas ensayadas: 25° Cy 15° C.

La relacién huevo-hembra y el porcentaje de huevos eclosionados (Fig. 72)
mostraron claras diferencias entre ambos tratamientos. A 25°C se hall6 una
relacion huevo-hembra de hasta 1,8 mientras que a 15°C se encontraron
maximos de 2,2 huevos por hembra. Sin embargo, si se analiza el porcentaje de
huevos eclosionados se ve que en el tratamiento de 25°C alcanzaron valores muy
altos en los momentos de mayor produccién incluso hasta el 100% en dia 2 y
valores muy cercanos en los dias subsiguientes (80-95%). En el tratamiento de
15°C el tinico pico con el maximo porcentaje de eclosion fue en el dia 2 donde la
produccién de huevos fue muy baja (0,05 huevos/hembra), mientras que esta
relacion se vio invertida en los dias posteriores, donde al aumentar la produccion
disminuy6 notablemente la eclosion de los mismos alcanzando valores entre 13 y

37%, sin llegar ni a la mitad de lo observado a mayor temperatura.
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Figura 72: Relacion huevo por hembra gravida y porcentaje de huevos eclosionados

por dia en las dos temperaturas ensayadas: 25° C y 15° C.

Los valores de la tasa de crecimiento poblacional (r), se obtuvieron de
manera grafica por la técnica de la pendiente antes mencionada en el capitulo III
(Fig. 73), y también a partir de la tabla de vida construida junto con la tasa
reproductiva bruta (TRB) y la tasa reproductiva neta (TRN) para cada réplica de
cada tratamiento se testearon mediante un ANOVA de una via teniendo como
factor la TEMPERATURA. En la tabla 15 se resumen los resultados de este
analisis siendo significativas (p<0,000) las diferencias entre ambas temperaturas
para los tres parametros testeados. El test a posteriori Tukey evidenci6 los
mismos grupos homogéneos para los tres casos, siendo siempre
significativamente menores los valores en la temperatura de 15°C. La tabla 16 y
la figura 74 resumen en conjunto los valores medios de ambos tratamientos para

cada uno de ellos.
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Figura 73: Curvas de crecimiento durante la fase exponencial de cada réplica
en cada temperatura y superpuesta la recta de regresion cuya pendiente representa

la tasa de crecimiento poblacional (r)

Tabla 15. Resultados del ANOVA de una via para la tasa de crecimiento (r), para la
tasa reproductiva bruta (TRB) y para la tasa reproductiva neta (TRN) (g.l.: grados de
libertad, F: coeficiente de Fischer, p: probabilidad).

r TRB TRN
g L F o) F P F P

Interseccion 1 1658,65 0,000002 851,93 0,000008 120,75 0,00039
Temperatura 1 379,27 0,000041 159,49 0,00023 24,82 00,0076

Error 4
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Tabla 16. Test a posteriori (Tukey) para el factor TEMPERATURA, mostrando los
grupos homogéneos (Gr. H.) para la tasa de crecimiento (r), para la tasa
reproductiva bruta (TRB) y para la tasa reproductiva neta (TRN).

Gr. H. r TRB TRN
15 °C a 0,21 4.17 2,20
25 °C b 0,68 10,54 5,85
12
% 0,60
10
0,45
8
‘
g 0,30

0 0,00
15 25

temperatura (°C)

H tasa reproductiva bruta tasa reproductiva neta tasa crecimiento

Figura 74: Box-plot mostrando para ambas temperaturas los valores
promedio y desvios para la tasa de crecimiento (r) tasa reproductiva bruta (TRB) y

tasa reproductiva neta (TRN).

Los valores de supervivencia (1x) se mantuvieron muy préximos entre
ambos tratamientos siendo incluso levemente menores en el tratamiento de 25°C
a partir del cuarto dia, pero con mayores desvios entre las réplicas (Fig. 75) Esto
pudo corroborarse con el RM ANOVA donde los tratamientos no resultaron
estadisticamente significativos (F14-0,83; p=0,41), mientras que si lo hicieron
para el factor tiempo (F10,40=111,81, p<0,000) demostrando que si cambiaron a lo

largo de los dias pero de manera similar en ambas temperaturas.
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Figura 75: Curvas para la supervivencia (a) y fecundidad (b) respecto a cada dia del

experimento y para cada temperatura ensayada.

Para la fecundidad (mx) en cambio, las diferencias si fueron significativas
(p<0,000) tanto para la interaccidén (Fi040=15,22) como para ambos factores,
TIEMPO y TEMPERATURA (F10,40=26,75; F14=179,88). En la figura 75 se observa
que a excepcion del dia 1 (ademas del dia inicial y final) la temperatura de 25°C
siempre tuvo los mayores valores siendo la separacion maxima entre ambos
tratamientos en los dias 2 a 6 duplicando los valores del tratamiento de menor
temperatura. La mayor fecundidad se hallé en los dias 2-4 para los 25°C con un
pico un poco menor hacia el final (dia 8), mientras que en este dia fue donde a
los 15°C se encontré el mayor valor promedio de fecundidad (1), junto con un
valor cercano de 0,7 en el dia 1. Estas diferencias en los valores segun los dias y

la temperatura se resume en la tabla 17 de los grupos homogéneos resultantes
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del analisis a posteriori (Tukey) realizado para al RM ANOVA antes mencionado,

donde los menores valores agrupan en general al tratamiento de 15°C y los dias
1 y 9 del tratamiento de 25°C que como ya se mencioné antes, responden al
Unico dia donde los valores del5°C superaron a los de 25°C, y al final de la
experiencia donde se unen ambas curvas. El dia 7 tuvo una ubicacion intermedia
debido a que como se observo en la figura y también puede leerse de la columna
de “media” de la tabla el dia 8 vuelve a aumentar su valor promedio en ambos
tratamientos quedando entonces por sobre el dia 7. En la parte inferior de la

tabla con los mayores valores se encuentra sélo el tratamiento de 25°C.

Tabla 17. Test a posteriori (Tukey) para la interaccion entre TIEMPO y
TEMPERATURA, mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.).

dia media Gr. H.
15°C 9 0,000000 a
15 °C 10 0,000000 a
15°C 0 0,000000 a
25 °C 0 0,000000 a
25 °C 10 0,000000 a
15°C 2 0,059211 a b
15°C 3 0,086310 a b
25 °C 1 0,109162 a b
25 °C 9 0,166667 a b
15 °C 7 0,460317 a b c
15°C 4 0,526786 a b c
15 °C 5 0,550962 a b c
15 °C 1 0,730159 b c d
15°C 6 0,733566 b c d
25 °C 7 0,825397 C d
15 °C 8 1,027778 c d
25 °C 5 1,319048 c d e
25 °C 6 1,344444 d e
25 °C 8 1,611111 d e
25 °C 3 1,714161 d e
25 °C 2 1,750000 e
25 °C 4 1,870370 e

En cuanto a las medidas morfométricas los individuos mas grandes se
encontraron a la temperatura de 15°C con una longitud promedio de 235,4 um y
un maximo de 247,2 um; mientras que a 25°C fueron un 16% menor con una
longitud promedio de 195,8 um y maximos de 226,1 um.

Los valores de biomasa (ug PS) fueron sometidos a un analisis de

diferencia de medias para dos grupos que evidencié que ambas temperaturas
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difirieron significativamente para la biomasa (t= -4,59; p<0,000) con biomasa

promedio de 0,40 ug PS (maximo =0,46 ug PS) para los 15°C y 0,26 ug PS

promedio (maximo =0,39 ug PS) para los 25°C (Fig. 76).
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Figura 76: Box-plot resultante del analisis de comparaciéon de medias (test t) para la

biomasa en las dos temperaturas ensayadas.

3.3 Discusioén

La cepa local de Brachionus plicatilis con la cual se realizo este
experimento a un nivel de conductividad que se determiné previamente como
6ptimo tuvo un comportamiento en cuanto a la temperatura que coincide con lo
observado por Claps et al. (2009) a pesar de que este trabajo fue realizado por
estaciones climaticas y por lo tanto podria considerarse que el rango

correspondiente fue menos exacto.

A nivel experimental el notorio crecimiento poblacional a la mayor
temperatura ensayada de 25 °C y la manera en la cual la estructura poblacional
fue incrementando su proporcion de juveniles y producciéon de huevos, esta en

concordancia con lo planteado por estos autores que proponen un rango de
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temperatura en las poblaciones naturales de 20°C (* 5,6°C) y con Fielder et al.

(2000) quienes proponen un cultivo comercial con cepas marinas entre los 23 y
24 °C con posibilidades de realizarlos a 25 °C a salinidades Optimas,

demostrando asi, una caracteristica preferencia por las temperaturas calidas.

La alta tasa de crecimiento obtenida a la mayor temperatura, coincidi6é con
la establecida para esta cepa en condiciones de laboratorio en capitulos
anteriores, y fue muy cercana a la que otros autores han planteado a esta
misma temperatura (Miracle & Serra, 1989; Pascual & Yufera, 1983). Lo que
denotaria el porqué esta especie es dominante en los meses de verano en los
cuerpos de agua pampasicos cuando éstos presentan niveles propicios de

salinidad.

El retraso al inicio de la reproduccién en la menor temperatura (Sarma et
al., 20035) y el pico en la proporcion de huevos eclosionados en los primeros y
ultimos dias pero con menor proporciéon de juveniles viables, sumado al aumento
en la produccion de huevos por hembra denotan una condicién poco favorable
que podria estar induciendo a las hembras a invertir sus recursos energéticos en
dejar descendencia a pesar de que ésta no demuestra tener éxito. A mayor
temperatura se han establecido tiempos de eclosién menores a las 12 horas con
lo que la poblacion aumentara rapidamente a pesar de tener momentos de una

menor relacién huevo/hembra (Sarma & Rao, 1991).

Esto mismo ocurre con la tasa de fecundidad que a la menor temperatura
los picos al inicio y final del experimento indican el esfuerzo de las hembras por
producir descendencia ante una condicién distinta y menos favorable, mientras
que a la temperatura considerada como optima este pico se ve levemente
retrasado pero con un éxito reproductivo hasta 12 veces mayor, generando
entonces una notable produccion de huevos que eclosionan con éxito
convirtiéndose en juveniles y transformandose en adultas como se pudo notar en

el recambio poblacional antes mencionado.

Las curvas de supervivencia se mantienen similares entre ambas
temperaturas, incluso siendo levemente menores a 25°C luego de los primeros
dias, lo que podria sugerir que las hembras también estan invirtiendo su energia
en reproducirse ante una condicién 6ptima, pero esta vez con éxito, en lugar de
invertir esfuerzo en su propia supervivencia, acortando la etapa postembrionaria.
Justamente al mayor pico reproductivo a esta temperatura le sigue un declive en

la supervivencia, mientras sucede lo contrario a la menor temperatura, donde
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luego de un breve pico reproductivo le sigue una meseta y una mayor tasa de

supervivencia, sugiriendo que las hembras a 15°C luego de los primeros dias
intentan mantener la poblacion mas que dejar descendencia, hasta que alcanzan

la edad maxima donde repiten el pico reproductivo antes mencionado.

Segin Miracle & Serra (1989) tanto el crecimiento somatico de los
juveniles, como el desarrollo postembrionario es altamente dependiente de la
temperatura y sostienen que en condiciones favorables materia y energia son
invertidas en la reproduccién una vez que alcanzan esta etapa. En este
experimento, la mayor biomasa se observé en las hembras a los 15 °C, lo que
podria estar confirmando que éstas se encontraban invirtiendo su energia en
crecer y sostenerse en el tiempo alcanzando mayores tallas que las hembras a 25

°C, quienes a menor edad y talla ya estaban entrando en la etapa reproductiva.

En contraposicion a lo observado por Pascual y Yufera (1983) cuya
poblacién a los 15°C no prosper6 en absoluto, en este trabajo la poblacion
sometida a esta temperatura se mantuvo viva con densidades minimas pero
constantes hacia el final del experimento por lo cual no se puede aseverar que
sea ésta la temperatura limite inferior para esta cepa. Lo cual coincide también
con los rangos ya mencionados por Claps et al. (2009) y lo registrado por
Gabellone et al. (2014) en el rio Salado en diferentes ocasiones de muestreo,
cuyos picos de B. plicatilis mencionados a temperaturas inferiores podrian estar
siendo producidos por una condicion favorable de salinidad registrada en ese

momento que supera el aspecto negativo de la temperatura desfavorable.
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C. Pastoreo

Historicamente los cladéceros han tenido mas atencion en las
investigaciones que respectan al pastoreo, por un lado porque son los
organismos dentro de los grupos dominantes que representan la mayor biomasa
de los cuerpos dulceacuicolas y por otra parte porque son de manipulacion mas
sencilla en laboratorio (Wallace & Snell, 2001). Sin embargo, la alta tasa de
crecimiento que presentan los rotiferos en los ambientes pampeanos, sumado a
las elevadas densidades que alcanzan en estos ambientes los hace muy
importantes en la dinamica tréfica de los mismos.

La competencia por los recursos es uno de los factores mas influyentes
sobre la dinamica del zooplancton. Para que exista la competencia, estos
recursos deben ser limitantes, de modo que es importante determinar qué
componentes del zooplancton se encuentran limitados por esta disponibilidad de
alimento y a partir de la intensidad de esta limitacién se puede analizar sus
patrones temporales y como difiere entre especies y entre ambientes acuaticos.
Por lo tanto, las variaciones temporales en la cantidad y calidad del fitoplancton
tienen importancia en la estructura de la comunidad y las interacciones entre
especies. En algunos casos puede ocurrir una coexistencia de zooplanctontes, e
incluso un aumento en la diversidad ya que las fluctuaciones ambientales
pueden permitir que numerosas especies puedan coexistir cuando el disturbio

tiene una frecuencia intermedia (Kirk, 2002).

Hipotesis: El alimento (tamafo, forma, calidad nutricional y
abundancia de las algas fitoplancténicas) es un factor limitante que
puede provocar una condicion de hambre en los pastoreadores y
puede conllevar a una fuerte reduccion en sus poblaciones. La ventaja
en la competencia interespecifica del zooplancton herbivoro esta
ligada al grado de eficiencia en la captura y manipuleo del alimento

que poseen las especies.

Objetivos:

Evaluar el consumo de un representante de los rotiferos:
Brachionus plicatilis a fin de observar su efecto como organismo
pastoreador y evaluar el punto al cual el recurso se convierte en limitante

(experimento 4).
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Evaluar la respuesta de ejemplares adultos de Notodiaptomus

incompositus, a dos densidades algales contrastantes (experimento 5).

Evaluar las posibles relaciones de competencia por alimento entre
algunos cladéceros integrantes del zooplancton de las lagunas pampeanas
y el rio Salado (Moina micrura, Simocephalus vetulus y Diaphanosma birgei)

(experimento 6).

EXPERIMENTO 4: EFECTO DE PASTOREO DEL ROTIFERO BRACHIONUS

PLICATILIS SOBRE EL ALGA UNICELULAR CHLORELLA VULGARIS.

Los estudios de pastoreo se han ocupado histéricamente de los cladoceros,
principalmente especies de Daphnia, por ser pastoreadores efectivos capaces de
ralear las poblaciones algales con la consiguiente disminucién de la turbidez del
agua (Sommer et al., 1986). En este sentido los rotiferos, reconocidos como
pastoreadores menos eficientes, no han sido analizados con la misma intensidad.
Tomando en consideraciéon que en la cuenca del rio Salado se han registrado
picos de densidad muy elevados de B. plicatilis en condiciones favorables
(Neschuk et al., 2002; Claps et al., 2009) se intentara dilucidar su capacidad de
clareo y si a elevadas densidades del rotifero es comparable a la que ejercen los

cladoceros.

Para este estudio se eligi6 al alga unicelular Chlorella vulgaris por ser un alga
palatable (Martinez, 1999; Shertzer et al., 2002; Xuwang et al., 2011), por estar
presente en los cuerpos de agua de la region (Ruiz et al., 2014; Solari & Mac
Donagh, 2014), por ser muy utilizada en ensayos de laboratorio (Navarro &
Yufera, 1998; Flores Burgos et al., 2003) y por ser tolerante a un amplio rango de

salinidad (Vallejo et al.,1993) en el cual esta especie de braquiénido predomina.

Los objetivos de este experimento fueron observar la evolucion de la
densidad del alga unicelular C. vulgaris en presencia y ausencia de un rotifero
pastoreador asi como también la evolucién de la poblacion del rotifero B. plicatilis
a lo largo del tiempo del experimento y en funcion de lo anterior inferir el efecto

del pastoreo del rotifero sobre el alga.
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4.1 Materiales y métodos.

Todos los organismos utilizados en este ensayo fueron cultivados en
laboratorio, y aclimatados durante los 15 dias previos al inicio de la experiencia.
Las algas se controlaron a diario midiendo la turbidez, permitiendo por este
medio inferir su densidad. Los rotiferos también se controlaron diariamente por
observacién con microscopio estereoscopico y se determiné la densidad de
hembras no gravidas para ser utilizadas en el experimento. El experimento se
llevo a cabo en una camara de incubacion donde se dispusieron un total de 30
unidades experimentales sobre un agitador orbital. Las condiciones definidas
para este experimento fueron de 23 °C (+1°C) y un fotoperiodo de 14 horas luz;
que se mantuvieron constantes durante los 5 dias que dur6 la experiencia (Fig.
77).

Figura 77: Camara de incubacion con dispositivo de ensayo armado y unidades
experimentales ya inoculadas con el alga y los rotiferos en el caso de los

tratamientos.

El ensayo consistié en un tratamiento de pastoreo (algas + rotiferos) y un
control (sélo con algas). Ambos se realizaron por triplicado y se dispusieron
espacialmente en forma alternada, sumando un total de cinco series. En primer
lugar se prepar6 el medio para todas las unidades experimentales por igual, con
una densidad inicial de C. vulgaris de 2 millones de individuos/ml (2x106
individuos/ml) y a los tratamientos se le agregaron 2 hembras no gravidas/ml de
B. plicatilis; completando el volumen de cada unidad experimental de 30 ml (60

rotiferos por unidad experimental x 15 tratamientos representan un total de 900
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individuos iniciales). En los cinco dias sucesivos se realizaron extracciones
diarias de los triplicados para los recuentos tanto de algas como de rotiferos.

Diariamente se fijaron alicuotas duplicadas de cada tratamiento con lugol
1% para el posterior recuento de las mismas (12 alicuotas diarias x 5 dias = 60
alicuotas en total). El recuento se realizé de forma digitalizada con microscopio
invertido y por procesamiento de imagenes (Image J), permitiéndonos ser mas
precisos a la hora de calcular la densidad algal de cada unidad del experimento
(ver capitulo I).

Los rotiferos se fijaron con formol 4% y fueron contabilizados a partir de
toda la muestra, con microscopio optico y se discriminaron los distintos
componentes de la estructura poblacional; incluyendo huevos, huevos
eclosionados, juveniles (discriminados por tamafio) y hembras adultas no
gravidas y gravidas y diferenciando para estas ultimas la cantidad de huevos que

portaban (Fig. 78).

Figura 78: Fotos del recuento de Brachionus plicatilis. Algunos ejemplares
representando distintas estructuras de la poblacion (hembras adultas no gravidas,

gravidas muertas y huevo eclosionado).

El resultado de los conteos se sometié6 a analisis estadistico, incluyendo
Analisis de varianza (ANOVA) factorial y de una via que se especificaran en cada
caso. Para ambos se contemplé el cumplimiento de la homogeneidad de

varianzas por el test de Levene.
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Figura 79: Esquema de disefio experimental y desarrollo del experimento de

pastoreo de Brachionus plicatilis sobre Chlorella vulgaris.

4.2 Resultados.

La densidad del alga Chlorella vulgaris a lo largo del tiempo en el que se
prolongé el experimento diferenci6 notablemente los controles de los
tratamientos ya a partir del dia 2 y aumentando hacia el final, alcanzando asi en
este dia una densidad maxima de 14 x105 individuos/ml para el control,
mientras que para los tratamientos la densidad maxima alcanzada ese dia fue de

un 30% (4,22 x105 individuos/ml) (Fig. 80).
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Figura 80: Densidad de Chlorella vulgaris en los recuentos diarios de

controles y tratamientos.

La mayor diferencia entre los tratamientos y los controles ocurrioé a partir
del tercer dia, y para testear este efecto se evalud estadisticamente el EFECTO
DE PASTOREO por medio de un ANOVA factorial. Asi, se observaron diferencias
significativas tanto para la interaccion (Fs20= 4,32; p= 0,011) como para el
TRATAMIENTO a lo largo del tiempo (F1,20= 49,94; p<0,000) (Fig. 81). Pudieron
determinarse entonces tres grupos homogéneos (tabla 18). El primero retne los
dos primeros dias tanto para el control como para el tratamiento donde pareciera
no haber efecto por parte del pastoreador. A partir del tercer dia se verifico una
clara separacion entre ambos, el grupo CONTROL se alejoé de los TRATAMIENTOS
debido al aumento en la densidad algal a través del tiempo en los controles,
mientras que en los tratamientos con el rotifero pastoreador se observo una clara

disminucién en dicha densidad (Fig. 81).
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Figura 81: Grafico de ANOVA para la densidad de Chlorella vulgaris por dia de

experimento evidenciando el efecto de pastoreo del rotifero.

Tabla 18. Test a posteriori (Tukey) para la interacciéon entre TIEMPO y
FACTOR, mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) para la densidad
promedio de algas.

T(i:;:;o Factor Densidad (ind/ml) Gr.H.
3 tratamiento 344.073 a
5 tratamiento 354.240 a
4 tratamiento 389.187 a
1 tratamiento 484.181 a b
1 control 546.133 a b
2 tratamiento 573.138 a b
2 control 802.838 a b c
4 control 975.033 b c
3 control 988.377 b
5 control 1.144.687

En cuanto a la proporcién de algas consumidas por dia se pudo observar
que entre el dia 1 y 2 no superan el 30% del consumo (11% y 28%
respectivamente, mientras que al dia 3 alcanzaron un consumo promedio del
65%, y si bien el tltimo dia alcanzaron el consumo maximo promedio del 69% no
fue una diferencia notoria respecto al anterior (Fig. 82). Para ello se efectué otro
analisis estadistico (ANOVA de una via) que verifico estas diferencias (F4,10 =6,47;

p<0,007) en 2 grupos homogéneos siendo el dia 4 un punto de transicién entre
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grupos ya que en este dia se produjo una pequena disminuciéon del consumo

pero con mayores desvios que lo unieron asi a ambos grupos (tabla 19). El grupo
de menor consumo agrup6 entonces a los dias 1, 2 y 4, mientras que el mayor
consumo lo obtuvieron los dias 4, 3 y 5 en este orden, confirmando asi que a

partir del dia 3 no hay diferencias significativas respecto al consumo e los dias

posteriores.

Tabla

1e’t

6e’t

2¢e°

densidad de algas consumidas (individuos / ml)

-2¢°

=

=

— promedio
M promedio + ES
T promedio + DS

Figura 82: Box-plot para la densidad de algas consumidas por dia.

19. Test a posteriori (Tukey) para el TIEMPO, mostrando los grupos

3 4

tiempo (dias)

homogéneos (Gr. H.) para la densidad promedio de algas consumidas.

Tiempo Densidad

(dias) (ind/ml) Ca
1 69577,2
2 229699,9
4 585846,0 a b
3 644303,5 b
5 790447,3 b

incremento de hembras adultas que se acentué hacia el final de experimento
alcanzando una densidad maxima de poco mas de 5 individuos/ml casi

triplicando su densidad inicial. Las hembras gravidas alcanzaron su maxima

La evolucion de la poblacion del rotifero a través del tiempo mostré un
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densidad en el dia 2 con un 75% respecto a la densidad total y a partir de alli

disminuyeron su proporcién hasta el 33% en el dia 5 con valores netos entre los
0,6 y 1,12 individuos/ml. La incorporacién e incremento de juveniles fue a partir
del tercer dia llegando el tltimo dia a densidades promedio de 0,86

individuos/ml. (Fig. 83).

- hembras gravidas
|:| hembras no gravidas
6 - | juveniles

|:| huevos eclosionados

|:| huevos
) [
+ -

3

Densidad (individuos / ml )

I

I
5

N

tiempo (dias)

Figura 83: Representacion a través de la densidad de los distintos componentes de

la estructura poblacional de Brachionus plicatilis a lo largo del experimento.

Posteriormente se calcul6 la tasa de crecimiento poblacional (r), la cual fue
sometida a un ANOVA de una via que mostré diferencias significativas respecto
al tiempo ( Fs,10= 14,07; p<0,0004) y un llamativo cambio en la tendencia en el
dia 3, donde se not6 una fuerte caida para luego volver a incrementarse en los

dias posteriores (Fig.84).
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Figura 84: Grafico de ANOVA para la tasa de crecimiento por dia de Brachionus

plicatilis.

Lo mismo sucedi6 en los respectivos ANOVA de una via realizados para la
densidad de hembras adultas, la densidad de hembras muertas y la relacion
huevo por hembra gravida ya que en todos los casos resultaron significativas las
diferencias respecto al factor TIEMPO (Fig 85). En la tabla 20 se exponen los
grupos homogéneos conformados para estos tres parametros testeados respecto

al tiempo y los valores del coeficiente de Fisher para cada uno de ellos.

Si se vuelve a observar el dia 3 tomando en consideracion la poblaciéon de
hembras adultas, también se noté una disminucién en la densidad (Fig. 85a),
mientras que sucedié lo contrario al evaluar los individuos muertos donde se
observé un pico de incremento (Fig. 85b). Al mismo tiempo en este dia también
se noté una baja en la relacion de huevos por hembra gravida (Fig. 85c).
Considerandose este dia entonces como un punto de inflexion en el desarrollo

poblacional.
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Figura 85: Graficos resultantes del ANOVA de una via para la densidad de hembras
adultas (a); adultas muertas (b) y relacion huevos por hembra gravida (c).

Tabla 20. Test a posteriori (Tukey) para el factor TIEMPO, mostrando los grupos
homogéneos (Gr. H.) para la densidad total de Brachionus plicatilis, 1a densidad de
hembras muertas y la relacién huevos por hembra gravida; y los coeficientes de
Fisher y valor de probabilidad para cada uno de ellos.

Dia Det‘:)iflad Gr.H. Dia gﬁ::f;i Gr.H. Dia 11{12::;:: Gr. H.
3 1,767 a 1 0,000 3  1,1079 a
1 1,867 a 2 0,044 5 1,468 a
2 200 a 4 0355 b 11,2276 a b
4 250 b 3 0,522 b e 2 12409 a b
5 4,522 c 5 0,611 41,3821 b
F 4.10 = 285,56; p<0,000 F a.10 = 27,51; p<0,000 F 4.10 = 6,19; p<0,009
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En cuanto a la biomasa se discriminaron las hembras no gravidas de las

gravidas y para éstas ultimas también en cuanto a la cantidad de huevos que
portaban. Los valores de biomasa oscilaron entre los 0, 21 y 0,23 ug, con valores
maximos de 0,25 ug en todos los casos. El analisis estadistico de todos los
valores de biomasa obtenidos no arrojé diferencias significativas (Fs3s=1,37;
p=0,26) (Fig. 86).
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Figura 86: Box-plot para la biomasa de hembras no gravidas, y gravidas

discriminadas segan la cantidad de huevos.

4.3 Discusion

Al analizar la evolucion temporal de la poblaciéon de B. plicatilis se observa
que si bien la poblacion total, incluyendo juveniles, puestas y huevos
eclosionados se han incrementado hacia el final de la experiencia, el tercer dia
parece ser un dia clave en el recambio poblacional cuando las hembras de la
generacion anterior comienzan a morirse, y las hembras gravidas mas viejas
podrian tener menos energia para producir mas de un huevo por puesta,
revelando un claro descenso en la tasa de crecimiento. En el género Brachionus
es comUn que se registre una elevada supervivencia inicial y luego una
mortalidad relativamente rapida sin importar que los individuos sean o no

manipulados en forma diaria (Serra et al, 1994).
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El valor de “r” obtenido no se corresponde con lo citado en la bibliografia

para la especie y lo registrado en las propias experiencias de crecimiento
realizadas en el capitulo II, siendo considerablemente menor. Debe destacarse,
sin embargo, que se ha senalado que este valor depende de la concentraciéon del
alimento y podria verse afectado por las condiciones de cultivo (Ozdemir & Ciltas,

2010).

La disminuciéon del alimento registrada por efecto del pastoreo no parece
haber sido lo suficientemente negativa como para generar la inanicion de los
individuos ya que la concentraciéon de algas excede en dos érdenes de magnitud
los valores considerados umbrales para la especie (Snell & Boyer, 1988) y la
poblacién al final del experimento quintuplicé el nimero de individuos (Hansen

et al., 1997).

Al mismo tiempo, la biomasa de las hembras amicticas no difiere
significativamente entre aquellas gravidas y no gravidas, lo que estaria indicando
que se ha acortado su etapa prereproductiva comenzando a reproducirse mas
jovenes, lo que vuelve a sefalar que las condiciones del medio no fueron
adversas como también lo sugiere Miracle & Serra (1989) en un ensayo con la

misma especie.

Este fenémeno que se produce en las hembras jévenes se denomina
“efecto Lansing” que significa que las hembras que derivan de hembras mas
viejas se reproducen antes y con tasas mas altas en las siguientes generaciones.
Esto tiene como consecuencia que si los cultivos continuamente derivan de
hembras de mayor edad colapsan después de varias generaciones mientras que

los otros pueden mantenerse en forma indefinida (Gribble et al., 2014).

Puede considerarse que la cepa pampeana de B. plicatilis tiene una
destacada capacidad de pastoreo y de crecimiento que con posterioridad
deberian ser analizados en simultaneo con otras especies conspicuas que
integran al microzooplancton en ambientes pampeanos y asi determinar su papel

en el control de las poblaciones algales autoctonas.
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EXPERIMENTO 5: EFECTO DE PASTOREO DEL COPEPODO CALANOIDEO NOTODIAPTOMUS

INCOMPOSITUS SOBRE EL ALGA UNICELULAR CHLORELLA VULGARIS.

Notodiaptomus incompositus (Brian, 1926) es considerada una especie
oportunista que habita ambientes lénticos y léticos (Previattelli et al., 2013). Es
una de las especies mas abundantes (larvas nauplii) y con mayor biomasa
(adultos) en el zooplancton de ambientes l6ticos y lénticos de la cuenca del rio
Salado (Ardohain, 2008; Benitez, 2008; Claps et al., 2004; entre otros).

Las clorofitas y criptomonadales constituyen su alimento preferido aunque
ha podido desarrollarse con una dieta exclusiva de cianobacterias (Weigand,
2011).

Los copépodos, en especial los calanoideos, han sido objeto de escaso
numero de estudios experimentales acerca de competencia o limitacion por
alimento (DeMott, 1989). Esto esta vinculado a su ciclo de vida complejo y a que
el desarrollo completo requiere que los experimentos se prolonguen en el tiempo
(Hart, 1996), sumado a una mas complicada manipulacién de los organismos en
el laboratorio en comparacion a otras especies.

Con el desarrollo de este experimento se pretende analizar la evolucion de
la densidad del alga unicelular C. vulgaris en presencia y ausencia de un
copépodo pastoreador asi como también la evoluciébn de la poblacién del
copépodo N. incompositus a lo largo del tiempo y en funcién de lo anterior inferir

el efecto del pastoreo del copépodo sobre el alga.

En un primer momento se plante6 esta experiencia de pastoreo con
exceso de alimento (C. vulgaris) utilizando el mismo ntmero de algas (2 x106
individuos/ml) que en el experimento de pastoreo de B. plicatilis con el objetivo

de poder comparar posteriormente los resultados de ambos.

La metodologia fue la misma que se describirA mas adelante (ver
materiales y métodos siguientes). Durante el primer conteo (dia 2) se observé una
mortalidad del 50% en los tubos de mayor densidad poblacional (8
individuos/ml) y un notable aumento de la turbidez del medio en todas las
unidades experimentales. Se prosiguio hasta el dia 4 (segunda extraccion) donde
al observar la mortalidad en casi la totalidad de las réplicas de cada tratamiento

el experimento no pudo continuarse.

Asi se rescataron los individuos que quedaron vivos y se sumaron a los

cultivos. Una vez alcanzado el numero necesario de individuos para repetir el
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experimento, se decidi6 realizarlo utilizando los valores equivalentes a lo

registrado en campo y asi poder evaluar la capacidad de pastoreo de N.

incompositus con dicha densidad algal.

5.1 Materiales y métodos.

Los organismos utilizados en este experimento fueron obtenidos a partir

de los cultivos realizados en el laboratorio ya previamente descritos.

El proceso de cultivo, monitoreo y obtencién del alga C. vulgaris fue el

mismo que se utilizé en la experiencia de pastoreo con B. plicatilis.

Los copépodos se controlaron diariamente por observacion directa con
microscopio estereoscopico. Previo al inicio del experimento los organismos se
individualizaron utilizando una camara Bogorov modificada (Fig. 87 a) y se
separaron por sexo (Paggi, 1995) colocandolos en placas de cultivo multicelda
(Fig. 87 b) de manera de contabilizar facilmente la densidad de los adultos
representantes de cada sexo (Fig. 88). Posteriormente se destinaron al azar (por

numeraciéon de celdas y sorteo) los individuos a cada tratamiento.

Figura 87: a) Microscopio estereoscépico con camara Bogorov modificada y

b) camara multicelda con individuos machos y hembras.
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Figura 88: macho (a) y hembra (b) de Notodiaptomus incompositus; c) detalle de la
antena geniculada del macho y d) detalle del extremo posterior de l1a hembra con el

quinto segmento del prosoma expandido.

El experimento consté de un control (tubos de Nessler sélo con algas) y 5
tratamientos con distinta densidad de copépodos adultos segin sexo y
emparejamiento (T1l: 4 machos; T2: 4 hembras; T3: 8 hembras; T4: 2 parejas y
T5: 4 parejas), todos por triplicado. Cabe destacar que no se pudo llevar a cabo el
T6 programado de “8 machos” por falta de densidad de los mismos. Se
conformaron asi, un total de 18 unidades experimentales que se dispusieron al
azar en el espacio muestral y se colocaron en una camara de incubacion donde
la temperatura (23 °C £1°C) y el fotoperiodo (14:10) se mantuvieron constantes
durante los 14 dias que duro6 el experimento. A cada unidad experimental se le
proporcioné aireacién continua por medio de un sistema de tubos y pipetas

Pasteur que alimentaron cada una por separado (Fig. 89).
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Figura 89: Incubadora armada con el dispositivo de experimentacion y

sistema de aireacion individual.

El volumen final de cada unidad experimental fue de 120 ml. La densidad
inicial de C. vulgaris para el control y los tratamientos fue de 360.000 individuos
(3.000 individuos/ml) y a los tratamientos se le agrego6 la densidad de copépodos
seleccionada para cada uno de ellos. En las dos semanas sucesivas dia por
medio se realizaron las extracciones de alicuotas de 1,5 ml (por duplicado) que
fueron fijadas con lugol acético 1% para el recuento de la densidad algal (36
alicuotas por extraccion x 7 extracciones = 252 alicuotas en total). El recuento se
realiz6 de forma digitalizada con microscopio invertido y por procesamiento de
imagenes (Image J), con el mismo procedimiento que se mencioné en el
experimento de pastoreo de B. plicatilis y que como ya se mencioné en el capitulo
I permite agilizar el recuento celular de un niimero tan grande de muestras. Los
copépodos se fijaron con formol 4% al finalizar el experimento (Fig. 90) y fueron
contabilizados a partir de toda la muestra, con microscopio 6ptico diferenciando
individuos vivos y muertos por sexo, y la presencia de sacos ovigeros y/o
espermatoforos en los tratamientos con parejas. Se midi6 el largo total de cada
individuo para el posterior calculo de la biomasa mediante la férmula de Dumont
et al (1975).

El resultado de los conteos se sometid0 a los analisis estadisticos
correspondientes, incluyendo Test de t y Analisis de la Varianza (ANOVA) de

medidas repetidas para la densidad total de las algas y para observar el efecto de
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pastoreo en el cual se tuvo en cuenta el cumplimiento del supuesto de

esfericidad de Mauchley y la homogeneidad de varianzas para cada factor.

Copépodos ContrOL
(formol)

cultiv
C.vulgaris

Figura 90: Esquema de disefio experimental y desarrollo del experimento de

pastoreo de Notodiaptomus incompositus sobre Chlorella vulgaris.

5.2 Resultados.

La densidad del alga C. vulgaris en funcion del tiempo en el que se
prolongé el experimento (Fig.91) diferencié claramente 2 etapas; la primera
abarco6 los primeros 8 dias del experimento donde no se observé una notoria
diferencia entre la densidad registrada en el control y en los tratamientos. En la
segunda semana, la densidad del CONTROL se incrementé notoriamente,

alejandose de los distintos tratamientos mostrando una clara tendencia al
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crecimiento poblacional de las algas en el CONTROL y una leve disminucién en

los tratamientos, un poco mas acentuada en el TRATAMIENTO 1 (4 machos).
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Figura 91: Densidad de Chlorella vulgaris por dia en cada tratamiento (en rojo el

control y en azul los distintos tratamientos).

Estas diferencias en la densidad de las algas a lo largo del tiempo
experimental fueron sometidas al analisis estadistico (ANOVA de medidas
repetidas) que revel6 diferencias significativas tanto para la interaccion entre los
factores TIEMPO y TRATAMIENTO (F3o,72= 5,09; p<0,0000) como para ambos
factores por separado (Fe7o= 2,64; p<0,02; Fs5i1o= 6,41; p<0,0000) pudiendo
observar un claro solapamiento de los tratamientos a lo largo del experimento,
diferenciandose hacia el final el TRATAMIENTO 1 (4 machos) del resto
disminuyendo su densidad, al mismo tiempo que el CONTROL se apart6 pero en

direcciéon opuesta aumentando su densidad (Fig. 92 Tabla 21).
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Figura 92. Grafico del RM ANOVA para los factores tiempo y tratamiento (T1: 4
machos; T2: 4 hembras; T3: 8 hembras; T4: 2 parejas y T5: 4 parejas).

Tabla 21. Test a posteriori (Tukey) para el factor TRATAMIENTO,
mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) para la densidad promedio del
alga Chlorella vulgaris.

Tratamiento Densidad (ind/ml) Gr.H.
4 machos 189663,3 c
4 hembras 257017,3 a
8 hembras 316775,7 a b c
2 parejas 335876,1 a b
4 parejas 340008,9 a b
control 412165,9 b

La observacion de las algas consumidas (diferencia entre el numero algas
del control y numero algas de cada tratamiento) durante los 14 dias consecutivos
mostré un resultado que concuerda con lo observado para la densidad total,
evidenciando un bajo a nulo consumo durante la primera semana mientras que,
en la segunda semana, se incrementé dicho consumo con valores porcentuales
promedio que oscilaron entre 30 y 80% dependiendo del tratamiento, siempre

siendo mayor el valor para el TRATAMIENTO 1 (Fig. 93).
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Figura 93. Cantidad de algas consumidas por dia en cada tratamiento

expresado en porcentaje.

Considerando so6lo la densidad de algas al comienzo y final del
experimento, se pudo observar que el CONTROL practicamente duplicé su
densidad inicial (3.000 individuos/ml) alcanzando un promedio total de 650.000
individuos (5.500 individuos/ml) (Fig. 94). Entre los tratamientos no hubo una
misma tendencia pudiendose observar para el TRATAMIENTO 1 un descenso de
la densidad final respecto de la inicial, mientras que los TRATAMIENTOS 2 y 5 se
comportaron de manera opuesta y los restantes no tuvieron un cambio notorio

entre ambas fechas.
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Figura 94. Densidad inicial y final de Chlorella vulgaris para el control y

los tratamientos.
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Para estos dos dias (dia 2 y dia 14), se evalu6é entonces el efecto de

pastoreo considerando la diferencia de la densidad de algas entre
TRATAMIENTOS y CONTROL correspondientes a cada dia para verificar si los
tratamientos diferian entre si respecto al consumo. El analisis de la varianza
arrojo diferencias significativas tanto para el factor TIEMPO (F1,10=116; p<0,000)
como para el TRATAMIENTO (F4,10=3,56; p<0,000), no asi para la interaccion
entre ambos. En la figura 95 se observa claramente este resultado, evidenciando
que el TRATAMIENTO 1 (4 machos) se diferencia del resto en el dia 14,
evidenciando asi un mayor consumo de estos individuos respecto al resto.
Mientras que el TRATAMIENTO 2 (4 hembras) fue el que presenté menor
densidad de pastoreo. De esta manera ambos conforman los extremos de dichos
grupos homogéneos (tabla 22), mientras que el resto comparte valores con
ambos, no pudiendo diferenciar una clara tendencia cuando tenemos una mayor
densidad de individuos o parejas conformadas que evidencie un comportamiento

de pastoreo diferente entre ellos.

densidad (nimero individuos 10% ml)
I

Tiempo (dias)

] machos (4) hembras (4) hembras (8) =] parejas (2) =S| parejas (4)

Figura 95. Box-plot de la densidad de algas consumidas por tratamiento para el dia
2 y final (14).
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Tabla 22. Test a posteriori (Tukey) para el factor TRATAMIENTO, mostrando los
grupos homogéneos (Gr. H.) para la densidad promedio de ALGAS CONSUMIDAS.

Tratamiento Densidad (ind./ml) Gr. H.
4 hembras 176315,4 a
8 hembras 202117,7 a b
4 parejas 210327,5 a b
2 parejas 244730,5 a b
4 machos 310409,0 b

El conteo de los copépodos de cada tratamiento realizado el al finalizar el
experimento, arrojé valores de mortalidad que no superaron el 50% (Fig. 96), a
excepcion del TRATAMIENTO 4 (2 parejas) donde las hembras alcanzaron una
mortalidad del 70%, mientras que la mitad de los machos permanecieron vivos y
en el TRATAMIENTO 5 donde se invirtié esta relacion siendo los machos lo que
presentaron este alto valor de mortalidad. La figura 97 compara la densidad

inicial y final promedio de cada tratamiento.

No se registro la presencia de huevos, ni espermatoforos en ninguna de las

réplicas de los tratamientos 4 y 5 con distinta densidad de parejas.

B machos vivos M machos muertos M hembrasvivas B hembras muertas

machos (4) hembras (4) hembras (8) parejas(2) parejas (4)

Figura 96. Proporcion de individuos vivos y muertos en cada tratamiento al

finalizar el experimento.
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Figura 97. Comparacion de la densidad inicial y final de individuos vivos en

cada tratamiento al finalizar el experimento.

La longitud de los individuos promedi6 en tallas de 1528 um para los
machos con un maximo de 1651 um, mientras que las hembras fueron en

promedio un 8% mayores (1645 um) con maximos de 1943 um (Fig. 98).

Figura 98: Medicion del largo de los ejemplares machos (a) y hembras (b) fijados al

final del experimento.

En cuanto a la biomasa (ug PS) los valores promedio oscilaron entre los
13,3 y 24,8 ug PS para los machos y entre 17,8 y 36,3 ug PS para las hembras.
El analisis estadistico de todos los valores de biomasa obtenidos arrojé

diferencias significativas (t= -2,32; p<0,02) en cuanto al dimorfismo sexual de
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esta especie siendo aproximadamente 20% mayores las representantes hembras

con una biomasa promedio de 24,9 ug PS, mientras que los machos alcanzaron

un promedio menor (20,9 ug) (Fig.99)

28

26

24 |

biomasa (ug PS)

22

20

O promedio
l [[] promedio + ES

T promedio + DS

18

machns hemhras

Figura 99: Box-plot resultante del test de diferencia de medias (t) para la biomasa

promedio de machos y hembras.

5.3 Discusion

Las dificultades registradas en los experimentos efectuados con este
calanoideo pudieron estar vinculadas a condiciones de estrés y que a veces
conllevan a la muerte subita del cultivo (Kaminski et al., 2009).

Los copépodos en los ambientes acuaticos experimentan regularmente el
hambre debido a los cambios sucesionales del fitoplancton y a la necesidad de
realizar desplazamiento verticales y horizontales en busca del alimento que se
dispone en parches por lo cual los niveles de hambre tienen un papel importante
en el comportamiento de alimentacion. Los individuos con hambre son mas
activos que los saciados (Dhanker et al., 2013). En este caso, mostraron una fase
de latencia de una semana en la cual no fue evidente el pastoreo que puede
vincularse al estrés o a que no tuvieron un periodo previo de ayuno por lo cual el

consumo algal se hizo evidente a partir de la segunda semana.

La disminuciéon algal registrada en los controles a la mitad del
experimento pudo deberse a la falta de incorporacion de nutrientes. Sin embargo,

posteriormente la poblacion algal se recuperod, posiblemente debido a la merma
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en su densidad, al reciclado de los nutrientes y al aportado por las excretas de
los calanoideos (Carrillo et al., 1996; Mc Carthy et al., 2006), lo que también
podria estar enmascarando un poco mas la diferencia entre ambos. De todas
maneras, la tendencia de crecimiento poblacional del alga continué segun lo
previsto y lo observado en los cultivos en los dias posteriores a ese punto de
inflexion no afectando al ensayo como sucedié en el caso de la inoculaciéon con
exceso de alimento.

El TRATAMIENTO 1, compuesto s6lo con machos y donde hubo mayor
registro de pastoreo coincide con la menor mortalidad, teniendo un densidad
final de individuos vivos casi igual a la inicial (3 individuos vivos final promedio)
mientras que el tratamiento de menor pastoreo (TRATAMIENTO 2) coincide
justamente con la mayor supervivencia de la hembras. Esto podria sugerir
entonces que los machos se alimentan mas que las hembras. Por otro lado, y
apoyando la misma interpretacion, los siguientes tratamientos con menor
pastoreo fueron el 3 y el 5, donde el TRATAMIENTO 3 es también soélo de
hembras teniendo un valor final de 3 individuos vivos final y el TRATAMIENTO 5
es de parejas, pero es en el cual se observo la mortalidad de casi todos los
machos y la supervivencia de las hembras. Finalmente, el tratamiento con
valores intermedios de pastoreo (TRATAMIENTO 4) donde inicialmente habia 2
individuos de cada sexo, y donde al finalizar la supervivencia fue mayor de los
macho que de las hembras. Sin embargo, no se han encontrado citas
bibliograficas en le literatura que puedan confirmar esta diferenciacion sexual
en cuanto al volumen de pastoreo que pueda apoyar lo observado en este
experimento. Se podria decir que los machos evidenciaron una mayor habilidad
competitiva para obtener el alimento en un espacio reducido ya que normalmente
nadan en un camino recto mientras que las hembras no ovigeras exhiben
deslizamientos lentos y constantes interrumpidos ocasionalmente por saltos (Dur

et al., 2010).

A pesar de que hubo supervivencia en varios tratamientos y que los
especimenes tenian un gran tamafo no se logré que se reprodujeran por lo cual
se puede suponer que por una parte la dieta pudo no ser apropiada ya que es
comUn que procuren obtener sus requerimientos basandose en una dieta mixta
(Williamson & Butler, 1986). Asimismo, puede considerarse que los recipientes
utilizados en el experimento pudieron ser inadecuados para el normal

comportamiento de ambos sexos.
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La biomasa alcanzada a nivel experimental fue considerablemente mayor a

la registrada en las poblaciones naturales de lagunas pampeanas donde se han
registrado valores de biomasa promedio de 10 ug PS (Claps, comunicacion
personal) siendo este valor un 50% menor al minimo promedio de este
experimento. Los especimenes analizados del rio Salado fueron un poco mas
grandes que los de las lagunas, con valores promedio de casi 14 ug PS para los
machos y 15 pug PS para las hembras (Claps, comunicacién personal), los cuales
de todas maneras siguen siendo mas pequenos que los obtenidos a nivel
experimental. Esto puede atribuirse a que en condiciones controladas de
laboratorio pueden alcanzarse niveles 6ptimos de temperatura y de alimento
(Hart, 1996) que también ante la ausencia de depredadores promueve que

puedan crecer mucho mas que en los ambientes naturales.
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EXPERIMENTO 6: EFECTO DE PASTOREO DE ESPECIES DE CLADOCEROS PLANCTONICOS

Y PERIFITICOS SOBRE EL ALGA UNICELULAR CHLORELLA VULGARIS CON Y SIN LA

PRESENCIA DE PLANTAS SUMERGIDAS.

Diaphanosoma birgei Kofinek es una especie comun en el plancton de
lagos someros tanto en zonas templadas como en los trépicos (Han et al., 2011) y

se alimenta de nanoplancton (Sipauba-Tavares et al., 2014).

Moina micrura Kurz es un cladocero cosmopolita que se registra en
ambientes acuaticos de regiones tropicales y subtropicales, aunque algunos
autores consideran que es un complejo de especies. La presencia de este
complejo y la posible existencia de hibridos explicarian su elevada variabilidad
morfolégica y ecologica (Petrusek et al., 2004). Es una especie planctonica que
muestra preferencia alimentaria por especies de Chlorella (Martinez & Montecino,

2000).

Simocephalus vetulus (Muller) es un cladécero de tamano intermedio a
grande, que se encuentra en forma frecuente en sedimentos y macrofitos litorales
de ambientes lénticos eutréficos. De acuerdo a Lynch (1980) los cladéceros
litorales grandes primero crecen y luego se reproducen mientras que los
plancténicos mas pequefios crecen y se reproducen al mismo tiempo, en
respuesta a la presién de depredacion. Es comun que los jévenes destinen la
energia en crecer hasta el tamano o6ptimo y luego invertir el esfuerzo en
reproducirse. Segin Perrin et al. (1987), S. vetulus no se ajusta a este patron y la
limitante para el crecimiento poblacional es el tamafo de la camara incubatriz

que promueve que el esfuerzo no sea derivado exclusivamente a la reproduccion.

Es conocido en los crustaceos que la duracion del desarrollo embrionario
esta en funcién a la temperatura mientras que la duracion del desarrollo post-
embrionario esta influenciada por el alimento. Por esta razén, los cultivos de
cladéceros mantenidos con alta concentracién de alimento presentan un

acortamiento en el desarrollo post-embrionario (Hardy & Duncan, 1994).

Cuando las condiciones ambientales son favorables (densidad poblacional,
temperatura, fotoperiodo, calidad y cantidad de alimento), la descendencia de los
cladéceros estara formada por hembras partenogenéticas que son clones de la

hembra progenitora (Pagano et al., 2000).
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Estas tres especies utilizadas en el experimento se registran en el plancton

25

de ambientes lénticos y léticos de la cuenca del rio Salado durante todo el ciclo
anual, en general en bajo nimero (Ardohain, 2008; Benitez, 2008; Claps et al.,

2004; entre otros).

Debido a los distintos habitos de estos organismos (plancténicos y
perifiticos) se propuso como objetivo del experimento evaluar el efecto de
pastoreo de cada una de ellas sobre el alga palatable Chlorella vulgaris y si
existen diferencias entre ellas respecto a la presencia/ausencia de vegetacion
sumergida que podria constituir un factor fisico negativo para el mecanismo de

filtracion de los cladéceros planctonicos (Fig. 99).

6.1 Materiales y métodos.

Se cultivaron en laboratorio las tres especies de cladéceros utilizadas en

este experimento (Simocephalus vetulus, Diaphanosoma birgei y Moina micrura).

El experimento se llevd a cabo en una camara de incubacion donde se
mantuvieron constantes la temperatura (23 °C *1°C) y el fotoperiodo (14 horas
luz). En este caso el diseno conté con 24 unidades experimentales (6
tratamientos x 3 réplicas + 2 controles x 3 réplicas). Los controles sin
vegetacion (S/V) consistieron en 100 ml de medio con una densidad inicial de
2x106 individuos/ml de C. vulgaris, mientras que a los controles con vegetacién
(C/V) se les adicion6 ademas una macrofita artificial simulando un tallo de

Myriophyllum sp (Fig. 100)

Segiin Martinez (2000) una concentracién menor a 36.000 células/ml de
Chlorella sp. puede ser considerada limitante para el crecimiento de M. micrura,
mientras que Deng et al. (2006) la establecen en menos de 1x 104 ml-! cuando el
alimento es Scenedesmus obliquus. Por lo enunciado anteriormente es evidente
que la densidad algal utilizada en el experimento no constituira un factor de

estrés para la especie.

El mismo diseno se realiz6 para los TRATAMIENTO a los que se agregaron
las 3 especies de cladéceros por separado con una densidad inicial de 0,05
individuos/ml de cada especie (S individuos por tubo x 18 réplicas = 90

individuos en total).
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Las unidades experimentales, al igual que se mencioné anteriormente, se
distribuyeron al azar por sorteo en el espacio sobre el agitador orbital que se
colocé posteriormente en la camara de incubacion. A todas se les adicioné el

sistema de aireacion por igual para evitar la sedimentacion de las algas.

Figura 100: a) unidades experimentales sobre agitador orbital; b) disposicion al azar
de tratamientos; c) camara de incubacién con dispositivo armado y regulacion del

sistema de aireacion.

El experimento se prolong6 por 10 dias y se extrajeron dia por medio dos
alicuotas de 1,5ml que fueron fijadas con lugol (1%) para el posterior recuento de
algas que se realizé por procesamiento de imagenes como se mencioné
anteriormente y que permitio el calculo de la densidad algal (36 alicuotas por
extraccion x 5 extracciones = 180 alicuotas en total). En el caso de los cladéceros
se fijaron con formol (4%) al finalizar el experimento (Fig. 102) lo que permitié
tomar las medidas morfométricas y su posterior transformaciéon a biomasa,
utilizando las férmulas propuestas de Dumont (1975). Se tuvo en cuenta en

todos los tratamientos la posible aparicion de efipios y/o machos.

Posiblemente debido a la sensibilidad de D. birgei en el primer recuento se
observo una considerable mortalidad de la poblaciéon, y debido a la baja densidad
inicial esto influy6 en la continuidad del experimento, y al cuarto dia se decidio
eliminar este tratamiento, por lo cual se expondran a continuacion los resultados

de las dos especies restantes (Fig. 101).
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Figura 101: Ejemplares de Moina micrura (a) y Simocephalus vetulus (b).

Los datos obtenidos de los recuentos de algas y cladéceros y las medidas de estos
ultimos fueron sometidos a analisis estadisticos de acuerdo a los objetivos a
testear (ANOVA RM y de una via, test de t) con el cumplimiento de los respectivos

supuestos (esfericidad, homogeneidad).

separacion
individuos

cultivo Cladéceros

control

s/ veg.
cladéceros cl/ veg.

(formol)

Figura 102: Esquema del disefio experimental y desarrollo del experimento de

pastoreo de las dos especies de cladéceros sobre Chlorella vulgaris.
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6.2 Resultados

En cuanto a la densidad de C. vulgaris se pudo observar una estabilidad

en la poblaciéon del alga durante los primeros 6 dias tanto en los controles como

los tratamientos con un leve descenso poblacional en el dia 6, muy similar a lo

ocurrido en el experimento anterior. A partir del dia 8 se observé un notorio

incremento de los CONTROLES que triplicaron su densidad inicial (= 6 x106

individuos/ml) y la quintuplicaron en el dia 10 al finalizar la experiencia (= 10-11

x106 individuos/ml); mientras que los TRATAMIENTOS evidenciaron diferencias

respecto a los controles presentando densidades notoriamente menores (Fig.

103).
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Figura 103: Densidad de Chlorella vulgaris por dia y por tratamiento (en rojo los

controles, en azul los tratamientos en ausencia de vegetacion y en verde los

tratamientos con vegetacion).

El analisis de la varianza (RM ANOVA) para la densidad algal resulto

significativo tanto para la interaccién (Fz048=10,41; p<0,0000) como para ambos
factores (TIEMPO, TRATAMIENTO) por separado (Fs443=150,87, Fs51.=23,42;
p<0,0000).
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TRATAMIENTOS y los CONTROLES en los 6 primeros dias, y una separacion

entre ambos en los dias subsiguientes (Fig.104).

12 ¢

densidad (individuos 10° / ml)

2 4 6 8 10
Tiempo (dias)

—o— Control S/veg P Moina Siveg %~ Simocephalus S/veg

= Control C/veg = Moina C/veg —%- SimocephalusC/veg

Figura 104: Grafico del RM ANOVA para los factores tiempo y tratamiento en

funcion de la densidad de Chlorella vulgaris.

En la grafica del test a posteriori realizado para el factor TRATAMIENTO
(figura 105) y la tabla 23 que representa los grupos homogéneos, se pueden
evidenciar las diferencias entre los CONTROLES y los TRATAMIENTOS, siendo
significativamente menores estos ultimos, lo que podria sugerir un efecto de
pastoreo positivo para ambos tratamientos, con y sin vegetacion sumergida de

ambas especies.
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Figura 105: Representacion grafica de los grupos homogéneos resultantes del
test a posterori (Tukey) para el factor tratamiento.

Tabla 23. Test a posteriori (Tukey) para el factor TRATAMIENTO
mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) para la densidad del alga

Chlorella vulgaris.

Tratamiento Densidad (ind/ml) Gr. H.
M. micrura s/veg 1.527.337 a

S. vetulus s/veg 1.936.655 a

M. micrura c/veg 2.091.468 a

S. vetulus c/veg 2.295.072 a
Control c/veg 3.815.215 b
Control s/veg 4.041.102 b

Por su parte, el porcentaje de algas consumidas muestra que en los
primeros dias el mayor consumo se obtuvo para Simocephalus vetulus en el
tratamiento con vegetacion con un promedio del 40-45% de algas consumidas
mientras que los tratamientos restantes no superaron el 25%. Hacia el final del
experimento se observd un incremento en el consumo de todos los tratamientos
(a excepcion de S. vetulus C/V en el dia 8) alcanzando Moina micrura en los
tratamientos sin vegetacion un consumo promedio de entre 60 y 80% en los 4
ultimos dias, mientras que las restantes se mantuvieron muy cercanas entre si

con promedios de 50% de algas consumidas (Fig. 106).
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Figura 106: Porcentaje de algas consumidas en funcién del tiempo para cada
tratamiento (en azul los tratamientos en ausencia de vegetacion y en verde los

tratamientos con vegetacion).

El RM ANOVA realizado para la densidad de algas consumidas, no mostré
sin embargo, diferencias significativas entre los 4 tratamientos, pero si lo hizo
para el factor TIEMPO (F4,32=43,27; p<0,0000) mostrando el solapamiento en los
6 primeros dias que ya se habia observado en la densidad total y los dias 8-10

con los mayores valores de densidad de algas consumidas (Fig. 107; tabla 24).
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Figura 107: Grafico del RM ANOVA para los factores tratamientos y tiempo de la

densidad de algas consumidas.

Tabla 24. Test a posteriori (Tukey) para el factor TIEMPO mostrando los
grupos homogéneos (Gr. H.) para la densidad de ALGAS CONSUMIDAS en

los 4 tratamientos.

Tiempo Densidad (ind/ml) Gr. H.
dia 2 306.109
dia 6 311.680 a
dia 4 657.664 a
dia 8 3.075.746 b
dia 10 5.910.085 c

Respecto a la densidad final de los cladéceros, la especie que alcanzo el
mayor valor promedio fue M. micrura en el tratamiento sin vegetacién con 3
individuos/ml, incrementando 60 veces su densidad inicial y 29 veces en el
tratamiento con vegetacion (1,5 ind/ml); mientras que S. vetulus incrementé
entre 14 y 8 veces su densidad para cada tratamiento respectivo, con 0,7 y 0,4

individuos/ml en cada uno de ellos (Fig. 108).
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Figura 108: Box-plot para la densidad final de cladoceros en cada

tratamiento.

La evaluacion estadistica de la densidad final de cada tratamiento se
realiz6 en este caso sobre los datos transformados a logaritmo natural para
cumplir con el supuesto de homogeneidad de varianzas. El ANOVA de una via
resulté entonces significativo (F35=5,76; p<0,021) separando ambos tratamientos
de S. vetulus (con los menores valores de densidad) de M. micrura S/V con la
mayor densidad poblacional, mientras que M. micrura C/V tomé valores y

agrupamiento intermedios (tabla 23).

Tabla 23. Test a posteriori (Tukey) para el factor TRATAMIENTO
mostrando los grupos homogéneos (Gr. H.) para la densidad final de los

cladéceros en cada tratamiento.

Tratamiento I()i:;s/if:i;l Gr. H.
S. vetulus c/plantas 0,3933
S. vetulus s/plantas 0,7233
M. micrura c/plantas 1,4667 b
M. micrura s/plantas 3,0333 b

La longitud promedio de los individuos de S. vetulus fue 914 ym para el
tratamiento sin vegetacion con un maximo de 1821 um, y valores similares para

el tratamiento con vegetacion (longitud promedio: 947 um, maximo: 1797 um)
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(Fig. 109). El analisis de comparaciéon de medias (test de Student) no arrojé

diferencias significativas (t=-1,44; p=0,15) entre ambos tratamientos.

I

Figura 109: Medicion del largo de los ejemplares de Simocephalus vetulus fijados
con formol al final del experimento (a y b). Hembras gravidas de mayor tamaifo y

embriones (c-d).

Para el analisis de la biomasa los valores obtenidos de la longitud

del caparazon (mm) se organizaron en 4 clases (modificadas de Perrin, 1988):

Clase 1: hasta 0,762 mm
Clase 2: 0,763- 1,016 mm
Clase 3: 1,017- 1,327 mm

Clase 4: mayor a 1,328 mm

Posteriormente se transformaron a biomasa utilizando la férmula
propuesta por Dumont (1975) y se mantuvo el mismo orden de clases. Asi, los
valores promedios y maximos de cada clase para cada tratamiento fueron muy
proximos entre si, con valores minimos de 1,27 ug PS para las clases mas
pequenas y maximos de 15 a 20 ug PS para las clases mayores en ambos

tratamientos (Fig. 110).
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Figura 110: Box-plot para la biomasa de Simocephalus vetulus en cada tratamiento
(sin vegetacion y con vegetacion) y para cada clase de tamaiio (1: < 1,3 pug PS; 2:
1,31-3,4 pg PS; 3: 3,41-9 ug PSy 4: >9 ug PS) al finalizar el experimento.

Se realizé lo mismo para M. micrura registrando valores de longitud
promedio entre 689 y 710 um para ambos tratamientos con maximos 827 ym y
minimos de 546 um. El analisis de comparaciéon de medias (test de Student) no

arrojo diferencias significativas (t= 1,29; p=0,22) entre ambos tratamientos.
Para el analisis de la biomasa se las categoriz6 en tres clases:

Clase 1: hasta 0, 60 mm
Clase 2: 0,61- 0,80 mm

Clase 3: mayores a 0,81 mm

Al igual que para la especie anterior, estos datos se transformaron a
biomasa con la formula para la especie propuesta por Dumont (1975) y se
mantuvo el mismo orden de clases. En la figura 111 se observa la biomasa por
unidad de volumen de las distintas clases en ambos tratamientos mostrando en
ambos casos una mayor cantidad de individuos de talla media que queda
representado en la mayor biomasa y similares valores de individuos pequeinos y

grandes en ambos tratamientos.
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Figura 111: Box-plot para la biomasa por unidad de volumen de Moina micrura en
cada tratamiento (sin vegetacion y con vegetacion) y para cada clase de tamaiio (1:

< 0,6 ug PS; 2: 0,61- 0,80 ug PS; 3: > 0,81 ug PS) al finalizar el experimento.

6.3 Discusion

La ausencia de desarrollo de la poblacién de D. birgei podria estar
vinculada a la dieta ofrecida ya que se ha observado que el alimento éptimo para
esta especie es una mezcla de clorofitas (Sipatiba-Tavares et al., 2014). Segun
estos autores si la poblacion es alimentada con un monocultivo aumenta su fase
de latencia (nueve dias). La disminucién repentina del crecimiento puede
también estar vinculada a la liberacion de metabolitos por parte de los individuos
que incrementan los efectos en la limitacién de alimento (Sipauba-Tavares et al.,
2014). Asimismo, la temperatura del experimento podria no ser éptima ya que en
ensayos con otra especie se ha logrado el maximo desarrollo a 29 °C. Esto esta

vinculado al caracter tropical del género (Hang et al., 2011).

Los valores de densidad alcanzados por M. micrura en el tratamiento sin

macrofitas fueron similares a los obtenidos por Sipauba-Tavares & Bachion
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(2002). También hubo coincidencia en el momento del pico de crecimiento a los

10 dias.

El éxito reproductivo de M. micrura estaria vinculado a su rapido
crecimiento si tiene a disposicion un elevado requerimiento de recursos
alimentarios que la tipifica como una especie ruderal (Ferrdo-Filho et al., 2005).
Asimismo, debe destacarse que se le brindé su alimento preferido (Martinez,
2000; Martinez & Montecino, 2000). Debe destacarse que a pesar de que el
volumen de los recipientes era reducido no hubo producciéon de machos como lo
sefalado por Martinez Jerénimo et al. (2007), quienes postulan que la falta de
espacio promueve dicha produccion al impedir los desplazamientos o la

obtencion del alimento y no la vinculan al hacinamiento.

En ensayos de laboratorio se ha comprobado que las poblaciones de
Simocephalus vetulus alimentadas con Cryptomonas ovata respecto a otros
alimentos (ciliados, materia organica y otra criptofita flagelada) alcanza la
maxima reproduccién y crecimiento (Bec et al., 2003) mientras que en otros
obtuvieron idénticos resultados junto a un acortamiento en el desarrollo post-
embrionario con dietas de clorofitas nanoplancténicas a elevada concentracion

(Czeczuga et al., 2003).

Al final de este experimento (10 dias) se cuenta con una poblacién de S.
vetulus que incluye varias clases de tamafo con evidencia de reproduccién
demostrando que hubo acortamiento en el desarrollo post-embrionario como lo
registrado por Czeczuga et al. (2003) al alimentar a la poblacién de S. vetulus con
Chlorella pyrenoidosa incluso a concentraciones menores (800 103/ml) a las
utilizadas por nosotros. Asimismo, el tamafio maximo alcanzado por las hembras

al finalizar el experimento es similar.

Por otra parte, Deng et al. (2006) obtuvieron resultados semejantes en la
duracion del desarrollo y el tamafio corporal con Scenedesmus obliquus como
alimento, concluyendo que la temperatura y la concentracion algal son los
factores determinantes en el crecimiento de la poblacion, siendo los 6ptimos 25

°C y una concentraciéon algal de 2 x105/ml.-

La comparaciéon del consumo algal durante gran parte del experimento
muestra que fue mayor en M. micrura y esto estaria vinculado a que a pesar de
que S. vetulus es un cladocero grande al ser un organismo litoral y sésil su tasa

de filtracién no es tan eficiente como la de un cladécero plancténico (Loureiro et
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al., 2013). Sin embargo, para S. vetulus se ha demostrado que en
concentraciones similares a las utilizadas en este experimento alcanza su
maxima tasa de ingestion con una disminuciéon de la tasa de filtracion. Se
considera que cuando existe mayor disponibilidad de alimento se cubren los
requerimientos nutricionales en menor tiempo, esfuerzo y gasto energético.
Concentraciones mayores a 3 x106 individuos/ml de C. vulgaris promueven que
el aparato filtrador no sea tan efectivo y la tasa de ingestién no se incremente
proporcionalmente al incremento del alimento incluso se ha senalado que el
aparato de filtracién puede resultar dafiado (Brito et al., 2006). De esto se
desprende que las poblaciones de S. vetulus han efectuado un uso adecuado del
recurso y por lo tanto han logrado incrementar el tamaifo corporal de las

hembras ademas de reproducirse.

La presencia de la macrofita sumergida influyé de manera evidente en el
pastoreo efectuado por M. micrura mientras que el de S. vetulus fue mayormente

similar en ambas condiciones.

Para ambas especies, el incremento mayor de la poblacién ocurre en
ausencia de vegetacién. Debe tomarse en cuenta que la vegetacion artificial
utilizada en el experimento ocupaba una gran proporciéon del volumen de la
unidad experimental entorpeciendo la movilidad de los organismos, en especial
hacia el final de la experiencia donde ya se encontraban densidades mas

elevadas.

La biomasa alcanzada por la especie plancténica en el tratamiento sin
vegetacion fue mayor y esta vinculada a su preferencia por el agua libre. La
cobertura que alcanza la vegetacion debe constituirse en una perturbaciéon para

los especimenes de M. micrura aunque pudieran alimentarse y reproducirse.

La especie con habitos litorales presenté valores similares de biomasa en
ambos tratamientos, evidenciando que la falta de sustrato no afecto el
crecimiento de la poblacion de S. vetulus. Este resultado podria estar vinculado a
la disponibilidad de alimento muy palatable en exceso y una temperatura acorde

a sus requerimientos.
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Los resultados obtenidos en este trabajo se complementan con algunos de

los registrados anteriormente en las poblaciones naturales por otros autores en

ambientes loticos y lénticos de la cuenca del rio Salado abriendo una puerta a la

utilizacion de la experimentacién como herramienta complementaria para

intentar alcanzar un mayor conocimiento de la estructura y dinamica del

zooplancton en los ambientes acuaticos pampeanos.

*

Se establecieron las tasas de crecimiento de C. vulgaris y S. acutus como
linea de base para su utilizacion futura en cultivos de laboratorio y como
alimento de los organismos del zooplancton utilizados en los ensayos ya
que ademas de ser dos de las cloroficeas mas utilizadas a nivel mundial
para la experimentacion son conspicuas integrantes del fitoplancton en los

ambientes pampeanos.

Chlorella vulgaris presento la mayor tasa de crecimiento y se eligi6 como
mejor alimento para los organismos tanto en los cultivos como en los

experimentos.

Se ajusto y optimizo la técnica de recuento digitalizado de células de las
algas de manera de hacer mas eficiente el procesamiento de datos en la
fase de experimentacion y se relaciono la densidad alcanzada por las algas
con la turbidez mediante un modelo lineal para permitir un monitoreo

eficaz e rapido de los cultivos.

Las tasas de crecimiento de algunos de los organismos que integran al
zooplancton de los ambientes acuaticos pampeanos reflejan como algunas
especies resultan ser dominantes, otras tienen picos de abundancia en
forma esporadica y algunas se presentan en bajo numero. El calculo de
estas tasas en condiciones Optimas de laboratorio, permite conocer mas
acerca del comportamiento de cada especie y entender lo observado en la

dinamica de las poblaciones naturales.

La cepa de Brachionus plicatilis obtenida en el rio Salado muestra una
importante plasticidad frente a diversos niveles de conductividad que
junto a su elevada tasa de crecimiento poblacional le posibilitan ser
protagonista notorio en el zooplancton alcanzando densidades muy

elevadas en gran parte de la cuenca.
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El o6ptimo de conductividad a nivel experimental para B. plicatilis (S

mS/cm) coincidié con lo senalado para las poblaciones naturales locales

(Claps et al., 2009).

El rango de conductividad a nivel experimental en relacion con la tasa de
crecimiento poblacional de B. plicatilis fue entre 2 y 8 mS/cm coincidiendo
con lo mencionado para las poblaciones naturales locales (Claps et al.,
2009).

El limite inferior para el crecimiento de B. plicatilis se encontré entre los
niveles de 1 y 2 mS/cm, mientras que el superior no pudo confirmarse,
coincidiendo también con lo observado en las poblaciones locales y

senalado para otras cepas mundiales (Pascual & Yufera, 1983).

A pesar de un menor crecimiento poblacional y la presencia de estructuras
de resistencia, el crecimiento de las poblaciones experimentales de B.
plicatilis se prolongé en los niveles altos de conductividad, sin poderse
establecer un claro limite superior de tolerancia. Sin embargo los valores
coinciden con lo observado a campo por Solari et al. (2002) y Gabellone et
al. (2014).

La mayor productividad de B. plicatilis en ambos experimentos de
conductividad se obtuvo para los dias 10 y 12, considerandose éste como

el mejor momento para la cosecha.

El nivel considerado como 6ptimo de temperatura (25 °C) coincide con lo
observado en las poblaciones naturales de esta cepa de Brachionus

plicatilis (Claps et al., 2009).

La alta tasa de crecimiento de B. plicatilis obtenida a 25 °C confirma
porque esta especie es dominante en primavera-verano en condiciones de
alta salinidad en la cuenca del rio Salado, tanto en ambientes loticos como

lénticos.

La supervivencia de la poblacion de B. plicatilis hacia el final del
experimento a los 15 °C sugiere que su limite inferior de tolerancia estaria

aun por debajo de esta temperatura.

Se establecieron las curvas de crecimiento y de supervivencia para B.

plicatilis que coinciden con el recambio en la estructura poblacional,
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sugiriendo que las hembras a menor temperatura invierten su mayor

energia en la reproduccion al principio y al final del experimento.

+ Tomando en cuenta la respuesta de los representantes de los tres grupos

zooplanctonicos utilizados en los tres experimentos de pastoreo pudo

observarse que:

e El cladocero bentonico S. vetulus alcanza la mayor biomasa final
promedio por mililitro (6,30 ug PS /ml), seguido por el planctonico
M. micrura (2,11 pg PS /ml), el rotifero B. plicatilis (1,21 pg PS /ml)
y por ultimo el copépodo calanoideo N. incompositus (0,44 ug PS

/mal)

e El analisis del porcentaje de algas consumidas por cada especie por
separado en relacion con el numero de algas disponibles en ese dia,
indica que es similar en los cuatro organismos (Fig. 112) siempre
considerando que cada especie estuvo aislada y con exceso de

alimento.

u B.plicatilis
B N. incompositus
S.vetulus

B M. micrura

Figura 112: Consumo porcentual relativo respecto a la cantidad de algas

disponibles al finalizar cada experimento.

+ Para comparar la eficiencia de consumo del alimento para cada especie se

realizo el calculo para que tuvieran una biomasa equivalente considerando
a S. vetulus como la especie de mayor tamano promedio. Se aplicé un
coeficiente de multiplicacion para el resto de las especies (biomasa de S.
vetulus/ biomasa de especie X) y se lo multiplico con la densidad de algas
consumidas real para cada especie, resultando cada valor como la
densidad de algas consumidas si todos los organismos tuviesen igual

biomasa. El mayor consumo porcentual fue realizado por parte del
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cladécero planctonico M. micrura (57%). Las restantes especies

presentaron valores similares (N. incompositus: 16%, S. vetulus: 15%, B.

plicatilis: 12%) (Fig. 113).

B B.plicatilis
B N. incompositus
S.vetulus

B M. micrura

Figura 113: Consumo porcentual de algas a equivalente biomasa por mililitro de las

cuatro especies analizadas.

Este resultado esta en relacion con los habitos alimentarios de cada
una de las especies, demostrando que M. micrura es un filtrador
mas eficiente respecto a S. vetulus y B. plicatilis. El copépodo N.
incompositus a pesar de ser un raptor que debe capturar las
particulas presenta valores similares a los de menor eficiencia
filtradora, demostrando que su método de alimentaciéon no

constituye una desventaja.

El rotifero B. plicatilis, a pesar de ser catalogado como filtrador poco
eficiente, ha demostrado que con biomasa equivalente tiene una
capacidad de consumo similar a organismos de mayor porte como
S. vetulus y N. incompositus, evidenciando de esta manera que es
una especie a tener en cuenta a la hora de evaluar su efecto
pastoreador como posible controlador de la biomasa fitoplanctonica
en los ecosistemas naturales ya que como se ha mencionado
anteriormente es una especie que alcanza elevadas densidades en

condiciones favorables.

En las ultimas décadas se ha intentado comprender a nivel mundial como

se comportan las distintas especies que componen el zooplancton ante los

cambios bibdticos y abioticos que se producen de manera natural y que en
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ocasiones se ven acentuados a causa del manejo humano de los cuerpos de agua

o de sus tierras circundantes y que repercuten en ellos. El trabajo experimental
tanto in situ como en el laboratorio ha tomado importancia como herramienta
para evaluar, observar y entender estos cambios. Sin embargo en nuestro pais,
es escasa la informacion en este aspecto y mas aun, en el sitio de estudio
planteado en esta tesis, donde los trabajos se han remitido histéricamente a

datos de campo.

De esta manera por medio de este trabajo se pretendi6 ajustar las técnicas
de laboratorio y comenzar una linea de investigaciéon que permita introducirnos y
entender por medio de experimentos lo que muchas veces resulta dificil analizar
al estudiar la compleja red trofica pelagica en el campo. El laboratorio y las
condiciones restringidas que pueden establecerse en €l nos permiten desglosar
los interrogantes y estudiarlos por separado, para luego poder reunirlos y
evaluarlos en conjunto, generando asi una nueva linea en el conocimiento

limnologico de los ambientes pampeanos.

De esta manera se provee de resultados cuantitativos respecto a las
respuestas fisiologicas de las especies ante un disturbio proporcionado y se
disgregan las variables que pueden ser potencialmente importantes en sistemas
naturales mas complejos, generando tanto la direccion como el disenno hacia un

nuevo estudio de las poblaciones naturales.

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, numerosos y reconocidos
investigadores hacen hincapié en que se deben efectuar experimentos con las
poblaciones locales de interés ya que debido a la diversidad genética de estas
especies se producen distintas respuestas a los factores de control en las
distintas regiones geograficas. Asi, al generar nuestros propios rangos y optimos
para cada especie local, podremos explicar mas eficientemente lo que ocurre a

nivel natural.

+ Aportes originales de esta tesis:

Si bien el procesamiento de imagenes digitales no es una técnica
nueva, su utilizacion en esta tesis para el recuento automatizado de
células de C. vulgaris y la relacion establecida respecto a la turbidez,

permitieron optimizar dos situaciones: por un lado el monitoreo inmediato

&

N WA R

173




de los cultivos algales por medio de un turbidimetro y por el otro la

garantia de realizar el recuento de las células algales con un minimo error
ya que en este tipo de experimentos son generadas un gran volumen de
muestras, siendo mas rapido y exacto el recuento digital por sobre el
manual. Al mismo tiempo esta técnica tiene la posibilidad de ser aplicada
a otras algas unicelulares (como especies de Scenedesmus,
Chlamydomonas o cryptomonadales) teniendo entonces una importancia

mayor al poder extrapolarse a otro tipo de estudios.

Por otra parte se abordaron varios aspectos poblacionales del
rotifero Brachionus plicatilis y sus respuestas ante algunos de los cambios
naturales que pueden afectar a las poblaciones locales. Esta especie es
una de las mas conspicuas y emblematicas tanto en los ambientes
naturales de la region como en su uso estrictamente en laboratorio y es
considerada una especie criptica a nivel mundial generando
continuamente nuevos interrogantes en cuanto a su comportamiento
segun su distribucion geografica. Se considera este trabajo como el
primero de este tipo realizado para la regidon y que aporta
significativamente al conocimiento de la cepa local de esta especie en
cuanto a los mas trascendentes factores de control (conductividad,

temperatura y alimento).

Perspectivas futuras:

Se propone continuar y ampliar los estudios en microcosmos con la cepa
local de Brachionus plicatilis estudiada, de manera de generar un
conocimiento amplio acerca de su fisiologia y comportamiento local.
También se plantea estudiar las poblaciones de esta especie en otros sitios
de la cuenca y/o sitios cercanos con el fin de comprobar si la especie se
comporta de la misma manera o presenta diferencias respecto a los sitios

ya evaluados.

También se pretende ampliar los estudios a otras especies de rotiferos
importantes de la cuenca como B. calyciflorus, B. angularis, B.
rotundiformis, Keratella tropica, Asplanchna brightwelii, realizando ensayos
similares a los aqui expuestos, sumando otros de competencia y
depredacion completando de esta manera el conocimiento de las

interacciones entre las especies mas importantes del zooplancton local.
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