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Andlisis demogrdfico de
bancos de huevos
diapausicos de rotiferos

Consider a zygote that is about to begin its life and
imagine all the posibilities open to it. At what age
and size should it start to reproduce?¢ How many
times in its life should it attempt reproduction;
once, more than once, confinuously, seasonally?
When it does reproduce, how much energy and
time should it allocate to reproduction as opposed
fo growth and maintenancee Given a certain
allocation, how should it divide up those resources
among the offspringe? Should they be few in
number but high in quality and large in size, or
should they be small and numerous but less likely

to survive?e

Stearns (1992)
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Infroduccion

Ciclos vitales y latencia

Se dice comUnmente de los seres vivos que nacen, crecen y se reproducen,
y con ello se caracteriza a éstos con el denominador comUn de poseer un
ciclo vital. Pero esta generalizacion deja de lado una vasta diversidad: unos
organismos viven mads tiempo que otros, los hay que se reproducen una
Unica vez en toda su vida y otros que producen descendientes varias veces
a lo largo de su existencia, algunos organismos cesan en su actividad vital en
algun momento de su vida, mientras ofros se mantienen activos desde el
nacimiento hasta su muerte. Esa diversidad ha atraido poderosamente la
atencién de ecdlogos y evolucionistas, ya que se espera que el ciclo vital
esté relacionado con las caracteristicas del ambiente de los organismos — de
cada especie o poblacidon —y que tenga consecuencias en la dindmica vy las
inferacciones poblacionales. Asi, solo los ciclos vitales con mayor éxito
prevalecerdn y ese éxito dependerd de las caracteristicas ecoldgicas del

ambiente.

Los rasgos del ciclo vital de un organismo (es decir, el nUmero de
descendientes que produce, cudnto tiempo vive, si presenta o no una fase
de latencia, etc.) son caracteristicas cuantitativas o, al menos, facilmente
cuantificables, que pueden ser analizadas mediante técnicas matemdticas
bien desarrolladas como la demografia. Son ademds ‘componentes de
eficacia biolégica’ (fitness), en el sentido de que afectan a ésta de manera

directa. Por ofro lado, se espera que estos rasgos sean, al menos en parte, la
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expresion fenotipica de sus genes. Todo ello permite un andlisis evolutivo en
el cual una nociéon central es la del compromiso (frade-off) entre rasgos del
ciclo vital. EI compromiso se establece porque el incremento de un rasgo
que ftiene efectos positivos directos sobre la eficacia bioldégica puede
aofectar a ofro rasgo, y tener como consecuencia efectos negativos
indirectos sobre la eficacia bioldgica (Robertson, 1968; Lande, 1982). Asi
ocurrird, por ejemplo, cuando se inviertan recursos, que son limitados, en la
reproduccion, detrayéndolos de la inversion en supervivencia del adulto. Al
final, en cada ambiente evolucionard un ciclo vital: aquel que en el conjunto
de sus diferentes etapas permita a un individuo dejar el mayor nUmero de
descendientes. La seleccion natural modela las propiedades individuales, y
esas propiedades repercuten en las caracteristicas de las poblaciones. Asi, el
ciclo vital que presenten los individuos de una poblacion afectard a la
dindmica, las tasas de crecimiento, la fenologia, etfc., de dicha poblacion, lo
que a su vez ftendrd implicaciones a ofros niveles ecolégicos

suprapoblacionales.

Los organismos no viven en ambientes constantes y deben, por tanto,
adaptarse a su variacidon. Con frecuencia esa variacidn es de tal
importancia que implica periodos severamente adversos, en los cuales la
supervivencia se ve muy amenazada. Una de las respuestas posibles es la
huida del lugar con condiciones desfavorables. No obstante, esta estrategia
de dispersion espacial o de emigracion no estd exenta de riesgos, sobre todo
porque no todos los organismos tienen la misma capacidad de migrar y
dispersarse espacialmente (Bohonak y Jenkins, 2003). Otra respuesta posible
que permite a los organismos sobrevivir hasta que se restablezcan las
condiciones favorables sin abandonar el hdbitat es la latencia. Se trata de la
entrada del organismo en un estado fisioldgico de reposo o inactividad, lo
que asociado a otros rasgos de defensa, conlleva la tolerancia frente a las
condiciones ambientales adversas. Es, en definitiva, un mecanismo de
dispersion en el fiempo (Templeton y Levin, 1979; Hairston, 1996).

Obviamente, como ocurre con otros rasgos del ciclo vital, el estado de
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latencia no opera sin costes efectivos o potenciales. Basta citar aqui que un
periodo de latencia que se prolongue mads alld del periodo de adversidad

ambiental representa una pérdida de oportunidades reproductivas.

El fendmeno de la latencia se produce mediante una gran diversidad
de mecanismos. Enfre los vegetales, la latencia de las semillas es un
fendmeno extraordinariamente difundido y estudiado (Toole y Brown, 1946;
Koller, 1969; Harrington, 1972; Venable y Lawlor, 1980), si bien existen otras
formas de latencia basadas, por ejemplo, en la formacidon de yemas
latentes. Entre los animales, en los que el fendbmeno ha recibido menos
atencién desde una perspectiva ecoldgica y evolucionista, la latencia
ocurre en humerosos invertebrados. Esta ha sido estudiada sobre todo en
insectos desde un punto de vista fundamentalmente fisioldgico (Lees, 1955;
Tauber et al., 1986; Tanaka, 1992). En el contexto de los organismos
zooplancténicos, los aspectos ecoldgicos y evolutivos sélo han empezado a
estudiarse en las Ultimas décadas (Hairston y Munns, 1984; Hairston y Olds,
1984; Brendonck, 1996; Fryer, 1996; Cdceres, 1997a; Belmonte y Rossi, 1998).

La forma, induccién, y duracidén de la latencia en el zooplancton
varia enormemente entre taxones (Hand, 1991; Cdceres, 1997a). En primer
lugar, el estado latente puede darse en distinftos momentos a lo largo del
ciclo vital: desde embriones en estado latente envueltos en estructuras
protectoras (p.ej., los efipios de los claddceros o los huevos de resistencia de
los copépodos y de los rotiferos monogonontes) hasta modificaciones del
estado adulto (p.ej., rotiferos bdelloides, nematodos y tardigrados, capaces
de sobrevivir a las condiciones adversas en estado de anhidrobiosis).
Ademds, en lo que se refiere a la induccidn y duracion de la latencia se

diferencian dos tipos bdsicos: diapausa y quiescencia.

La diagpausa es un tipo de latencia que se ha caracterizado
tipicamente como ‘profética’ (MUller, 1970; citado en Begon et al., 1995),

aunque obviaomente no lo es. La diapausa se inicia antes de que se
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presenten las condiciones adversas y se debe a factores enddgenos de
regulacion del desarrollo. Se trata, como otros rasgos de comportamiento
ciclico en los seres vivos, de una caracteristica seleccionada en los
antecesores por supervivencia diferencial, y no por la anticipaciéon del futuro
por parte del organismo. Dado que la diapausa responde a un control
enddégeno y que puede implicar un periodo refractario o de ‘diapausa
obligada’, su duraciéon puede exceder, a veces incluso mucho, la duracion
del periodo adverso (Hairston et al., 1995; Ricci, 2001). Por su parte, la
quiescencia consiste también en una detencion del ciclo vital debida a
condiciones ambientales desfavorables. No obstante, a diferencia de la
diapausa, la quiescencia se inicia en respuesta a las propias condiciones
adversas y se extiende sélo mientras éstas duran (Hand, 1998). Las formas
quiescentes incluyen los estados de hibernacion, estivacion, anhidrobiosis y

criptobiosis (Clegg, 2001; Ricci, 2001; Tunnacliffe y Lapinski, 2002).

De nuevo, como ocurre con ofros rasgos del ciclo vital, el fendmeno
de la latencia abre numerosas cuestiones evolutivas y ecoldgicas. Por
ejemplo, plantea qué factores del ambiente selectivo determinan una mayor
o menor inversion en formas latentes, asi como en el tiempo de permanencia
en latencia, y por tanto qué patrones de latencia deben esperarse segin
qué hdbitats; o, por otra parte, llama a averiguar con qué oftras
caracteristicas (genéticas, de sexo, de modos reproductivos, etc.) se
encuentra relacionada la latencia, y por qué; o suscita la cuestion sobre qué
consecuencias tiene la existencia de formas latentes para la dindmica
poblacional, para la persistencia de las poblaciones y su evolucion. La
contestacion a estas cuestiones necesita de estudios detallados de casos, a

partir de los cuales aparecerdn las generalizaciones.

La interrelacion entre la fase activa y la fase latente en el zooplancton

Las poblaciones zooplanctéonicas que habitan cuerpos de agua
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contfinentales (p.ej., lagos, charcas) pueden atravesar periodos adversos que
impidan su supervivencia en la columna de agua (p.ej., desecacioén, caida
de niveles de oxigeno, presencia estacional de depredadores, etc.) y que
requieren de la latencia para su supervivencia. Mientras que en su fase
activa una poblacién zooplancténica ocupa la columna de agua, en la fase
latente la poblacién - tipicamente en forma de huevos diapdusicos — se
acumula en el sedimento de lagos y charcas formando densos bancos, en
donde es capaz de resistir las condiciones ambientales adversas. Cuando Ias
condiciones favorables retornan, una parte de los huevos diapdusicos que
han completado el periodo refractario de diapausa obligada se reactivan y
completan el desarrollo del embridon hasta su eclosion. Pero ofra fraccion de
los huevos permanece, todavia viable, enterrada en el sedimento formando
un banco de huevos diapdusicos similar a los bancos de semillas en
vegetales (Carvalho y Wolf, 1989; De Stasio, 1989; Hairston et al., 1995;
Cdaceres, 1998).

El compromiso entre continuar activo o entrar en latencia

Cuando la produccidon de huevos diapdusicos es imprescindible para la
supervivencia de las poblaciones zooplanctdnicas que viven en ambientes
variables, esa produccién es una medida de eficacia bioldgica y debe estar
maximizada por seleccion natural (Serra y Carmona, 1993; Serra y King, 1999).
Esta maximizacidon debe responder a un compromiso (frade-off) entre la
asignacion de recursos al crecimiento poblacional o a la inversion en
diapausa (Hairston y Munns, 1984; Schroder, 2005). Notese que una mayor
inversion en crecimiento poblacional podrd reportar a mas largo plazo una
mayor produccion de huevos diapdusicos (Snell, 1987; Serra y Carmona,
1993; Serra y King, 1999; Gilbert, 2002). No obstante, la mejor estrategia
respecto al momento de inversion en diapausa va a depender de las
condiciones especificas del habitat (Hairston y Munns, 1984; Serra y King,

1999; Spencer et al., 2001; Schréder, 2005). Asi, en ambientes predecibles
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donde los organismos pueden de alguna forma ‘anficipar’ el final de la
estacion optima para el crecimiento, se espera la evolucion de estrategias
del tipo ‘todo o nada’ (tfambién conocidas como estrategias ‘bang-bang’).
La mejor estrategia — la que permite la produccion de un mayor niUmero de
huevos diapdusicos — consiste en que la produccién de huevos tenga lugar
de forma sincronica en la poblaciéon inmediatamente antes de que se
produzca el cambio en las condiciones ambientales. Por el contrario, en
ambientes impredecibles, donde la duracidon de la estacion de crecimiento
es incierta, serd éptima una iniciacion temprana de la inversion en diapausa,
si bien con tasas contfinuadas y no muy altas para no comprometer
demasiado el crecimiento poblacional (Carmona et al., 1995; Serra y King,
1999; Spencer et al., 2001). Obsérvese que si la inversion en diapausa es muy
elevada, la poblacion activa crecerd lentamente y, en casos extremos,
podria incluso declinar. Esta estrategia intermedia o de apuestas multiples
(bet-hedging) permite que, si la estacion de crecimiento es breve, al menos
se hayan podido producir algunos huevos diapdusicos que resistan en el
sedimento hasta que se restablezcan las condiciones adecuadas para la

poblacion en la columna de agua.

El compromiso entre continuar en latencia o entrar en actividad

Como ha gquedado esbozado mds arriba, ofra forma de enfrentarse a las
vicisitudes de la impredecibilidad ambiental consiste en que no todos los
huevos diapdusicos del sedimento eclosionen simultdneamente. El
mantenimiento de huevos viables en el sedimento con una eclosidon dispersa
en el fiempo también tiene gran interés en ecologia evolutiva pues se
considera, al igual que en el caso de la estrategia intermedia de produccion
de huevos diapdusicos, una estrategia de apuestas multiples que disminuye
el riesgo de extincion local en ambientes impredecibles (Hairston y Munns,
1984; Stearns, 1992; Belmonte y Rossi, 1998). Este tipo de estrategia ha sido

estudiada desde un punto de vista tedrico por Cohen (1966) para determinar
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la fraccién 6ptima de germinacion de semillas de plantas anuales en
ambientes variables segun la frecuencia de anos buenos y malos para el
crecimiento y la reproducciéon. Aplicando los resultados de Cohen a las
poblaciones del zooplancton, se postula que las tasas de eclosion de los
huevos diapdusicos del sedimento deben ser menores en ambientes mas
impredecibles. Mdas aun, la fraccidn de huevos diapdusicos que eclosiona al
principio de una nueva estacidon de crecimiento coincidird con la
probabilidad de que el ano sea bueno. Se ha propuesto que el mecanismo
subyacente a esta estrategia estd basado en la respuesta diferencial de los
huevos diapdusicos, y que podria ser causado por polimorfismo genético
(Seger y Brockmann, 1987; Schroder, 2005).

Cuando hay incertidumbre sobre el ambiente al que se enfrentardn
los individuos que eclosionan a partir de huevos diapdusicos, la eclosion
dispersa en el tiempo reduce el riesgo de extincidon de esta caracteristica y
del genotipo que la determina (Venable y Lawlor, 1980; King y Roughgarden,
1982). Esto propicia la persistencia de la poblacion, aunque algunos
individuos eclosionardn en un momento inapropiado vy ellos o sus
descendientes no sobrevivirdn. En ambientes temporalmente variables, bajo
condiciones de independencia de la densidad y de las frecuencias
fenotipicas, la seleccidon natural opera sobre la media geométrica de las
medidas finitas de eficacia en cada momento (Gillespie, 1974; 1977), media
que tenderd a ser maximizada. Asi, un periodo con eficacia cero da una
eficacia total cero, por muy alta eficacia que se tenga en cualquier otro
periodo. Efectivamente, una eficacia cero implica la extincion. También se
sabe que esta media geométrica se aproxima por la media aritmética
menos un medio de la varianza de la eficacia (Gillespie, 1977; Real y Eliner,
1992). De ahi que aparezcan adaptaciones para la minimizacidon de esa
varianza. Por supuesto, se espera que una poblacién de un organismo del
zooplancton que habite un ambiente estacional sin incertidumbre (esto es,
predecible) obtendrd la mdaxima eficacia cuando todos los huevos

diapdusicos del sedimento eclosionen simultdneamente al comienzo de la
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estaciéon 6ptima para el crecimiento (King y Roughgarden, 1982; Benton y
Grant, 1999; Spencer et al., 2001).

Consecuencias demogrdficas y evolutivas de la formacion de bancos de

huevos diapdusicos

La acumulacion de huevos diapdusicos en el sedimento puede generar Ia
formacion de bancos muy densos, que constituyen auténticos reservorios
demogrdficos para las poblaciones (Ito, 1958; Nipkow, 1961; Kasahara et al.,
1975; Kataijisto, 1996; Marcus et al., 1994; Hairston, 1996). Los valores tipicos de
densidad oscilan entre 1 y 1000 huevos cm2 (Hairston, 1996). Ademads, los
huevos diapdusicos enterrados pueden permanecer viables durante largos
periodos de fiempo, del orden de décadas en el caso de rotiferos (Marcus et
al., 1994; Kotani et al., 2001), e incluso siglos en copépodos y claddceros
(Hairston et al., 1995; Cdceres, 1998), lo que puede permifir la persistencia de
las poblaciones del zooplancton a largo plazo. La eclosion de los huevos
diapdusicos estda restringida a los dos primeros centimetros del sedimento
(Herzig, 1985), que se considera el banco ‘activo’ del sedimento de acuerdo
con el modelo conceptual para la dindmica de los bancos de huevos
propuesto por Cdceres y Hairston (1998). No obstante, a menudo se
considera que los huevos diapdusicos de los diez primeros centimetros del
sedimento tienen cierta capacidad de quedar expuestos a los estimulos que
inducen la eclosién (Hairston et al., 2000; Hairston y Kearns, 2002; Brendonck y
De Meester, 2003) como consecuencia de procesos de mezcla del
sedimento. De hecho, la mayor parte de huevos viables se encuentra
generalmente en los primeros 4-6 cm del sedimento (Herzig, 1985; Carvalho y
Wolf, 1989; Hairston y Van Brunt, 1994; Cdceres, 1998).

Los bancos de huevos diapdusicos constituyen ademds un reservorio
de diversidad genética intrapoblacional (Templeton y Levin, 1979), lo que

hace posible la recuperacion de genotipos almacenados en el sedimento y
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gue han podido ser eliminados de la poblacidén activa por seleccién natural.
De darse, este fendmeno implicariac una demora en los procesos
microevolutivos guiados por accién de la seleccion natural o la deriva
genética (Templeton y Levin, 1979; Hairston, 1998). En términos mads
generales, la eclosion dispersa en el tiempo consiste en el incremento del
tiempo de generacion y el solapamiento de generaciones, lo que se predice
que confribuya al mantenimiento de diversidad genética en ambientes

temporalmente variables (Eliner y Hairston, 1994; Hedrick, 1996).

La formacién de bancos de huevos diapdusicos con estrategias
infermedias de eclosidon tiene también consecuencias en la dindmica vy
estructura de la comunidad planctdnica, en relacion con la forma en que
procesos como la competencia y la depredacion la modelan (Warner vy
Chesson, 1985; Pake y Venable, 1996; Cdceres, 1997b). Desde un punto de
vista tedrico, el reclutamiento disperso en el tiempo se considera un
mecanismo para el mantenimiento de la diversidad entre especies
competidoras por medio del denominado ‘efecto de almacenamiento’
(storage effect), que consiste bdsicamente en fluctuaciones temporales en
el reclutamiento de diferentes especies que permiten la coexistencia estable
entre competidores que, de otra manera, no podrian coexistir (Chesson y
Warner, 1981; Chesson, 1983; Warner y Chesson, 1985; Caceres, 1997b).

Por Ultimo, cabe senalar que los huevos diapdusicos de los
organismos zooplancténicos constituyen también un mecanismo de
dispersidon espacial para sus poblaciones, lo que, por ofra parte, también es
un componente de eficacia bioldgica (Gadgil, 1971; Levin et al., 1984;
McPeek y Holt, 1992; Bohonak y Jenkins, 2003; Panov ef al., 2004). Las
caracteristicas de resistencia de los huevos diapdusicos facilitan su tfransporte
en condiciones que no serian toleradas por individuos activos o por otros
tipos de huevos. Asi, al tolerar la ingestion por aves (Jarnagin et al., 2000,
Charalambidou y Santamaria, 2002; Figuerola y Green, 2002), pueden migrar

entre masas de agua. Ademas, aparte de la dispersion por endozoocoria, los
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huevos diapdusicos también pueden ser arrastrados por el viento
(especialmente, en lagunas que se secan completamente), por corrientes
de agua, o ftransportados externamente por animales (Darwin, 1859;
Brendonck y Riddoch, 1999; Langley et al., 2001; Cdceres y Soluk, 2002;
Bohonak y Jenkins, 2003). En este sentido, es de destacar la amplia variedad
de rasgos morfolégicos que presentan los huevos diapdusicos (presencia de
espinas, cGmaras de aire, etc.) y que se han relacionado con la facilitacion
de su dispersion (Gilbert, 1974; Belmonte et al., 1997).

A pesar de sus importantes implicaciones ecoldgicas y evolutivas, los
bancos de huevos diapdusicos han recibido mucha menos atencidon que sus
respectivas fases activas. Como consecuencia, la interaccion entre ambas
fases permanece todavia hoy en gran parte inexplorada (Cdceres, 1998).
Como ya se ha avanzado, esta situacion ha empezado a corregirse en los
Ultimos anos, en los que el estudio de la demografia de los bancos de huevos
diapdusicos del zooplancton, aunque centrado en copépodos y claddceros,
ha recibido un gran impetu convirtiéndose en un campo emergente de
investigacion (De Stasio, 1989; Cdaceres y Hairston, 1998; Marcus y Boero, 1998;
Hairston et al., 2000).

No obstante, y a pesar de los esfuerzos recientes, los estudios de
distribucion de los bancos de huevos diapdusicos del zooplancton estdn
tipicamente sesgados a favor de cuerpos de agua permanentes y
relativamente profundos; bdsicamente, se han estudiado grandes lagos de
agua dulce y ambientes marinos (véase el apéndice A). Existe pues un
defecto de informacién sobre el banco de huevos en lagunas y charcas
someras, que presentan con frecuencia un marcado cardcter temporal.
Dado que los patrones de diapausa deben estar correlacionados con (1) el
régimen ecoldégico bajo el cual habitan las poblaciones de rotiferos y (2)
otros rasgos del ciclo vital, es necesario el estudio de diferentes tipos de

hdbitats, asi como la comparacidn con los ofros grupos principales de
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organismos del zooplancton, para obtener una visidn no sesgada de los

patrones de diapausa en la naturaleza.

Los rotiferos como componentes del plancton

Hasta la fecha existen muy pocos estudios cuantitativos de los bancos de
huevos diapdusicos de rotiferos, sobre todo si se comparan con los de los
otros grupos taxondmicos mayoritarios del zooplancton (véase el apéndice
A). La revision de la literatura cientifica pre-existente acerca de bancos de
huevos diapdusicos en organismos del zooplancton revela que los estudios
cuantitativos de los bancos de huevos diapdusicos de roftiferos representan
Unicamente un 12 % del total, y que este porcentaje corresponde a tan sélo
ocho articulos cientificos publicados en 50 anos. Todavia hoy se desconocen
los aspectos mds importantes de la demografia de los bancos de huevos de
rotiferos, tales como las densidades ftipicas de huevos diapdusicos en el
sedimento, la fraccidn de huevos que permanece viable enterrada en el
sedimento, la capa de sedimento cuyos huevos contribuyen efectivamente
a la refundacion de las poblaciones, el tiempo de supervivencia de los
huevos enterrados en el sedimento, los procesos de deterioro que les afectan
y sus consecuencias, efc. El conocimiento actual de la dindmica entre
huevos diapdusicos y las poblaciones activas de rotiferos de la columna de
agua, asi como la evolucidon conjunta de los patrones de reproduccion
sexual y eclosion de huevos diapdusicos es insuficiente. Todo ello es
sorprendente si se piensa en la importancia de los rotiferos denfro del

plancton.

Importancia ecoloégica de los rotiferos

Los rotiferos constituyen uno de los grupos mayoritarios del zooplancton de

las aguas epicontinentales (Pourriot, 1965; Ruttner-Kolisko, 1974), donde
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desempenan una importante funcién ecoldégica como intermediarios en el
flujo de energia entre niveles troficos y elemento estructural de sus
comunidades (Dumont, 1977; Starkweather, 2000). Debido a que el ambiente
donde habitan estos organismos es fipicamente fluctuante (p.ej., lagos y
pequenas charcas que pueden atravesar alguna época adversa que limita
la persistencia de las poblaciones), entre sus representantes los hay que
presentan una u otra de las dos formas de latencia indicadas antes:
diapausa o quiescencia (Gilbert, 1974; Ricci, 2001). Ademds, debido a la
faciidad con que pueden ser cultivados en el laboratorio y a otras
caracteristicas propias de su ciclo vital (véanse mdas abaqjo), los rofiferos se
han convertido en organismos experimentales que sirven como modelo en
estudios de ecologia y evolucion (Wallace y Snell, 1991; Ricci et al., 2000;
Wallace y Ricci, 2002).

Caracteristicas generales

Los rotiferos constituyen un filo de pseudocelomados. Su nombre (del latfin
rota, que significa rueda, y fera, que puede traducirse por portadores) se
debe a la presencia de un aparato ‘rotador’ — corona o disco trocal -
caracteristico del grupo (Clément y Wurdak, 1991). Son animales de
pequeno tamano, que oscilan entre 40 um y 3 mm, si bien la mayoria de ellos
miden entre 100 y 500 um (Hickman et al., 1997). Los rotiferos son un filo
cosmopolita que comprende aproximadamente unas 2000 especies
conocidas, algunas de ellas con una amplia distribucion biogeogrdfica, y
qgue se encuentran prdcticamente en todo tipo de ambientes acudticos
(Koste, 1978). Aproximadamente el 80 % de las especies pertenecen a la
clase Monogononta (las otras dos clases — Seisonoidea y Bdelloidea — estdn

mucho menos estudiadas).
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Ciclo reproductivo

El modo de reproduccién de los rotiferos monogonontes es la partenogénesis

ciclica (Figura 1.1).

Fase partenogenética Fase sexual

Induccién de
la fase sexual

N

Hembra sexual
productora de
machos

partenogenético
asexval Macho

@ ' Fertilizacién " /
Huevo Hembra \\ B

Hembra sexual
productora de
huevos
diapdusicos

Figura 1.1. Ciclo vital tipico de los rotiferos monogonontes. Figura modificada a partir de
Ortells (2002).

Este ciclo vital, practicamente restringido a fres grupos animales:
afidos (insectos), claddceros (crustdceos) y rotiferos monogonontes, combina
las ventajas de la reproduccion partenogenética con las de la reproduccion
sexual (Young, 1983; Aparici et al., 2002; Simon et al., 2002). Una estacion de
crecimiento ftipica para estos organismos comienza con la eclosidon de
huevos diapdusicos en el sedimento que dan lugar a hembras asexuales
(amicticas). Estas hembras asexuales son diploides, y se reproducen por
partenogénesis ameidtica para dar lugar a hijas que son genéticamente
idénticas a sus progenitoras salvo en el caso de que se produzca mutacion.

Durante esta fase de propagacion clonal, en la que no hay machos y que
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suele comprender un nUmero elevado de generaciones, las poblaciones de
rotiferos presentan altas tasas de crecimiento poblacional lo que les permite
colonizar rdpidamente el hdbitat. No obstante, como respuesta a
determinadas condiciones ambientales (p.ej., fotoperiodo, temperatura,
dieta, o hacinamiento), se induce la fase sexual (Gilbert, 1977; 1980; Pourriot y
Clément, 1981; Pourriot y Snell, 1983; Carmona, 1992). Esta fase comienza
cuando algunos huevos partenogenéticos diploides (producidos por las
hembras asexuales) se desarrollan en hembras sexuales (micticas) diploides
qgue producirdn huevos haploides. Si estos huevos no son fecundados, se
desarrollardn en machos haploides. Pero si, una vez ya haya machos en la
poblaciéon, son fecundados, producirdn huevos diploides que entran en
estado de diapausa. Una vez producidos, los huevos diapdusicos se
acumulan en los sedimentos donde son capaces de permanecer viables
durante largos periodos de fiempo (hasta un mdximo de 100 anos; Fu e
Hirayama citado en King y Serra (1998)). Como ya se ha comentado
anteriormente, la diapausa que implican estos huevos es crucial para la
supervivencia de las poblaciones durante periodos adversos (Gilbert, 1974;
Schréder, 2005). Posteriormente, cuando estos huevos eclosionen, una vez
cumplido el periodo refractario de diapausa obligada, se reanuda el ciclo
liberdndose la variabilidad genotipica debida a los procesos de
recombinacién genética y singamia asociados al proceso de reproduccion
sexual por el que se generaron los huevos diapdusicos, y que permitird a la
poblacidn afrontar futuros retos adaptativos. Ademds, dado que los huevos
dipdusicos almacenan reservas lipidicas (Wurdak et al., 1978), se ha sugerido
que las hembras asexuales que eclosionan de estos huevos, al disponer de
mds recursos, presentardn ventajas para iniciar la recolonizacion del medio.
Recientemente, se ha destacado que las hembras que eclosionan a partir
de huevos diapdusicos presentarian ésta y otras caracteristicas fenotipicas
peculiares, condicionadas por efectos maternos, que las prepararian para
unas condiciones también peculiares: aquellas en las que eclosiona el huevo

diapdusico (Gilbert, 2004). Asi pues, en su conjunto, el ciclo vital de los
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rotiferos monogonontes se considera una adaptaciéon a los ambientes

estacionales, temporales o efimeros que habitan (Serra y King, 1999).

Basdndose en el ciclo vital de estos organismos, se ha intentado
modelizar la dindmica interanual de sus poblaciones — por ejemplo en
estudios de viabilidad de poblaciones (Snell et al., 1999). Si bien existen
estimaciones fiables para los pardmetros que describen la fase
zooplancténica en esos modelos, la parametrizacion es altamente conjetural
con respecto a los procesos que afectan a la dindmica en el sedimento, o
entre el sedimento y la columna de agua. La validez de estos modelos
qgueda cuestionada a la espera de una mejor informacién sobre los bancos

de huevos diapdusicos.

El sistema Brachionus plicatilis (Mdller 1786) en la Peninsula Ibérica

De enfre todos los rotfiferos monogonontes quizds el mejor conocido sea
Brachionus plicatilis. Debido a la facilidad con que este organismo puede
cultivarse en laboratorio y sus cortos tiempos de generacion, esta especie se
ha utilizado frecuentemente como modelo de estudio en ecologia. También
se ha utilizado extensamente en acuicultura y ecotoxicologia (Lubzens, 1987;
Snelly Janssen, 1995; Snell et al., 1999).

B. plicatilis se ha considerado tradicionalmente como un organismo
cosmopolita que habita preferentemente masas de agua epicontinentales
salobres y salinas. Se ha descrito también en zonas costeras, pero no en mar
abierto (Walker, 1981; Hammer, 1986; Marcus, 1990). Hoy se sabe que el taxén
B. plicatilis no es una Unica especie, sino un complejo de especies cripticas
Ccuyo numero e identificacion taxondmica estd todavia por determinar
(Gomez et al., 1995; 2002; Ortells et al., 2000; Suatoni, 2003; Campillo et al.,
2005). Hasta la fecha solo se han descrito formalmente tres especies del

complejo, coincidiendo con tres tipos morfoldgicos bdsicos (Brachionus
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plicatilis sensu stricto, asignada al morfotipo L — de large, grande en inglés; B.
rotundiformis, asignada al morfotipo SS — de small-small, pequeno-pequeno
en inglés; y B. ibericus, asignada al morfotipo SM - de small-medium,
pequeno-mediano; Ciros-Pérez et al., 2001). No obstante, se puede afirmar
que al menos seis especies del complejo (Gémez et al., 2002; Gomez, 2005)
habitan en charcas y lagunas de la Peninsula lbérica, y constituyen —
individualmente o en conjunto (véase el apartado de Objetivos en este

mismo capitulo) — el organismo de estudio de esta tesis.

Los hdbitats donde se han encontrado las especies del complejo B.
plicatilis en la Peninsula lbérica poseen una marcada heterogeneidad
temporal. Por lo que se sabe hasta el momento (Ortells et al., 2003; Lapesa,
2004), las poblaciones de rofiferos del complejo B. plicatilis de la Peninsula
lbérica son temporales y, por tanto, requieren de la formacion de bancos de
huevos diapdusicos para su persistencia. Sus hdbitats en la Peninsula
representan una amplia gama de tamano, profundidad, salinidad, grado de
aislamiento, duracion del hidroperiodo e impredecibilidad. Por otro lado, el
agislamiento fisico entre lagunas ha hecho posible la divergencia
infraespecifica entre las poblaciones peninsulares (Gémez et al., 2000). En
correspondencia con la diversidad de hdbitats que ocupan, cabe pues
esperar la existencia de divergencias adaptativas en rasgos asociados a la

diapausa entre las distintas poblaciones.

Objetivos generales y organizacion de la tesis

En los apartados anteriores se ha identificado una serie de cuestiones
relevantes desde el punto de vista ecoldgico y evolutivo en relacién con la
diapausa en rotiferos, cuestiones para las que se carece de respuesta.
También se ha presentado un taxén (B. plicatilis) como adecuado para
estudios de diapausa en rotiferos. En funcidon de todo ello, se formulan los

objetivos de esta tesis doctoral.
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El propdsito de la presente tesis es caracterizar los bancos de huevos
diapdusicos del rotifero B. plicatilis e inferir los procesos que determinan sus
caracteristicas en relacidén con las propiedades especificas del hdbitat y en

el contexto general de la teoria de la evolucion de rasgos vitales.

De acuerdo con estos objetivos generales, esta tesis se estructura de

la siguiente manera:

En el capitulo 2 se describen exhaustivamente los bancos de huevos
diapdusicos del complejo de especies del rotifero B. plicatilis. Se estudia la
abundancia, edad y viabilidad de los huevos diapdusicos de este rotifero a
distintas profundidades en los sedimentos de 15 charcas y lagunas de la

region oriental de la Peninsula lbérica.

En el capitulo 3 se presenta la formulacion de un modelo matematico
basado en ecuaciones en diferencias que relaciona patrones del banco de
huevos con los procesos que los determinan. Asi mismo, se proponen
relaciones entre estos procesos y caracteristicas especificas del hdbitat. La
validez — y aplicabilidad — de este modelo no se circunscribe exclusivamente
a rotiferos sino que puede extenderse a otros organismos del zooplancton

que habitan ambientes variables.

En el capitulo 4 se usa el esquema tedrico del capitulo 3 para inferir
propiedades a partir de la base de datos que se describe en capitulo 2. Los
resultados se discuten en términos de las caracteristicas de los ambientes en

los que se encuentran las poblaciones de rotiferos estudiadas.

El capitulo 5 consiste en un estudio detallado sobre el deterioro,
capacidad para eclosionar y viabilidad de los huevos diapdusicos de
rotiferos del complejo B. plicatilis. Se presenta una clasificacion exhaustiva en

diferentes estados de deterioro de los huevos diapdusicos de dicho complejo
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de especies que se encuentran en el sedimento del conjunto de lagunas

estudiadas, y se analiza experimentalmente su relacién con la viabilidad.

En el capitulo é se utiliza la técnica de la tabla de vida para analizar
la respuesta a la privacion de alimento de las hembras del rotifero B. plicatilis
s.s. procedentes de huevos partenogenéticos diploides y de huevos

diapdusicos.

En el capitulo 7 se investiga la variacion intraespecifica,
interpoblacional e intrapoblacional, en la produccidon de huevos
diapdusicos, con el objeto de determinar la existencia de diferenciacion
genética entre poblaciones de B. plicatilis s.s. en este rasgo ecoldgico, asi
como la existencia de variabiidad heredable dentro de poblacion. Se
estudia también la respuesta diferencial a la temperatura y la salinidad, y se

discute la existencia de adaptacion local.

Por Ultimo, en el capitulo 8 se presenta el conjunto de la tesis en el
contexto global de los estudios sobre digpausa en organismos
zooplancténicos incidiendo en el tipo de aproximacion llevada a cabo vy los
principales aspectos novedosos presentados. Finalmente se exponen las

conclusiones mds relevantes de este estudio.
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2

Patrones en bancos de huevos diapausicos

de rotiferos: abundancia y viabilidad

Infroduccion

La produccién de huevos diapdusicos se reconoce como una etapa
fundamental dentro del ciclo vital de los rotiferos monogonontes debido a su
impacto sobre la dindmica y evolucién de sus poblaciones. En primer lugar,
la acumulacién de estos huevos permite la formacién de bancos que actian
como reservorio demogrdfico y genético para las poblaciones (Marcus et al.,
1994; Hairston, 1996; Hairston et al., 1996). Ademds, contribuye al
mantenimiento de diversidad de la comunidad plancténica (Cdceres,
1997b). Sin embargo, y a pesar de su importancia, los bancos de huevos
diapdusicos de rotiferos se han estudiado mucho menos que las poblaciones
activas. Los escasos estudios cuantitativos de los bancos de huevos
diapausicos de roftiferos (Ito, 1958; Nipkow, 1961; Snell et al., 1983; Marcus et
al., 1994) senalan que las densidades que pueden alcanzar estos huevos en
el sedimento son elevadas (hasta 4000 huevos cm2 en el caso de Synchaeta
sp.; Nipkow, 1961). La informaciéon disponible acerca de la distribucion en
profundidad de los huevos en el sedimento, la proporcion de huevos viables
y sus tiempos de supervivencia, es aun mds escasa. Como consecuencia, la
mayor parte del conocimiento sobre formas de resistencia y dindmica de
bancos de huevos diapdusicos proviene de otros grupos de invertebrados

plancténicos (i.e., copépodos y claddceros; véase el apéndice A para una
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lista detallada de referencias), y estos estudios estdn tipicamente sesgados

hacia grandes lagos de agua dulce y de cardcter permanente.

La concentracion del esfuerzo investigador en los organismos de
mayor tamano del zooplancton y en grandes masas de agua plantea el
problema de la generalidad en la vision que de los bancos de huevos
diapdusicos del zooplancton se tiene hasta el momento. Debe observarse
que los patrones de diapausa (p.ej., produccion de huevos diapdusicos,
fraccion de huevos viables, etc.) deben estar correlacionados con el
régimen ecoldgico bajo el cual se producen los huevos diapdusicos, y que
ese régimen se espera que difiera, al menos parcialmente, entre masas de
agua pequenas y grandes, y entre rotiferos y otros invertebrados
plancténicos. Por ello, es necesario ampliar el estudio de dichos patrones a
una mayor diversidad de hdbitats y a todos los grupos de organismos

zooplanctonicos.

El objetivo de este capitulo consiste en caracterizar los patrones de
abundancia de los huevos diapdusicos pertenecientes al complejo de
especies del rotifero Brachionus plicatilis en los sedimentos de un total de 15
lagunas de la region oriental de la Peninsula Ibérica, en relacidon con la
localizacion geogrdfica de las lagunas estudiadas, su patrdn hidrico, y la

edad y profundidad del sedimento.

Material y métodos

Localidades de estudio

Se estudié un conjunto de 15 charcas y lagunas salobres de la region oriental
de la Peninsula Ibérica, distribuidas en cinco dreas diferentes (Area Costera
de Alicante, Area Costera de Castelldbn, Area Endorreica del Ebro, Area

Endorreica del Guadiana y Area Endorreica del JUcar-Segura) cuya
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localizacion se muestra en la figura 2.1. Los cuerpos de agua estudiados se
seleccionaron basdndose en estudios previos sobre la distribucion y
presencia de bancos de huevos diapdusicos del complejo de especies B.

plicatilis en la Peninsula lbérica (Ortells et al., 2000).

Mar Mediterrdneo

Figura 2.1. Localizacién de las 15 charcas y lagunas estudiadas en la Peninsula Ibérica. A:
Area Costera de Alicante: CDG, Clot de Galvany; HON, Charca Norte, Parque Natural de ‘El
Hondo de Elche’ (abrev. Hondo Norte); HOS, Charca Sur, Parque Natural de ‘El Hondo de
Elche' (abrev. Hondo Sur). B: Area Costera de Castellén: ALM, Laguna de Almenara (abrev.
Almenara); TON, Poza Norte, Prat de Cabanes-Torreblanca (abrev. Poza Norte); TOS, Poza
Sur, Prat de Cabanes-Torreblanca (abrev. Poza Sur). C: Area Endorreica del rio Ebro: BDS,
Balsa de Santed (abrev. Santed); GAL, Laguna de Gallocanta (abrev. Gallocanta); SDC,
Salada de Chiprana. D: Area Endorreica del rio Guadiana: CVF, Laguna del Camino de
Villafranca (abrev. Camino Villafranca); MAN, Laguna de Manjavacas (abrev. Manjavacas);
TIR, Laguna de Tirez (abrev. Tirez). E: Area Endorreica de los rios JUcar y Segura: HYR, Hoya

Rasa; PET, Laguna de Pétrola (abrev. Pétrola); SBJ, Laguna del Salobrejo (abrev. Salobrejo).

Tal y como se ha indicado previamente (véase el capitulo 1), todas
las poblaciones de rotiferos del complejo de especies B. plicatilis en estas

charcas y lagunas, incluso aquellas poblaciones que habitan lagunas
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permanentes, son temporales (Lapesa, 2004). Este hecho implica que la
supervivencia de dichas poblaciones depende de la produccion de huevos
diapdusicos y que éstos son, por tanto, una medida de eficacia bioldgica
(Serra et al., 2003; 2005).

Las charcas y lagunas estudiadas difieren en tamano, profundidad,
salinidad y patréon hidrico (Tabla 2.1), de manera que representan un amplio
rango eco-geogrdfico (sensu Kratz y Frost, 2000) de los hdbitats en donde se
encuentran las diferentes especies del complejo B. plicatilis. Estas charcas y
lagunas se clasificaron segun su patron hidrico de acuerdo con Brock et al.
(2003). Asi, segun su permanencia, se establecieron cinco fipos de cuerpos
de agua: (1) permanentes, para cuerpos de agua que nunca se desecan;
(2) semipermanentes, que confienen agua durante la mayor parte del
tiempo pero pueden secarse durante periodos de extrema sequia; (3)
estacionales, que se inundan y desecan ciclicamente cada ano; (4)
infermitentes, que alternan los periodos de desecacion con los de
inundacion, pero siendo éstos menos frecuentes y regulares que en las
lagunas estacionales; y (5) episddicos, en el caso de pequenas charcas que
permanecen secas durante la mayor parte del tiempo y sélo se rellenan tras
periodos de precipitaciones de dificil prediccion. La asignaciéon de las
charcas y lagunas estudiadas a estas categorias se basdé en las
observaciones de Lapesa (2004) y en las realizadas durante el desarrollo de
los muestreos correspondientes a este estudio. Es importante senalar que a
esta clasificacidon subyace una variable continua. Para aumentar el tamano
muestral donde esto pudiera ser un problema, en los posteriores andlisis
estadisticos sélo se consideraron tres regimenes hidricos: (1) hidroperiodo de
larga duracion, que incluye cuerpos de agua permanentes vy
semipermanentes; (2) hidroperiodo de duracion media, adscrito a las
lagunas y charcas estacionales; y (3) hidroperiodo de corta duraciéon, para

las charcas intermitentes y episddicas.
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Tabla 2.1. Caracterizacion de las charcas y lagunas estudiadas. Fuentes de datos para drea y profundidad media de las lagunas: a, Lépez
(1983); b, Rodrigo et al. (2001); c, Gémez (1994); d, Gracia (1993); e, Pérez et al. (2002); f, Montes y Martino (1987); g, Marti y Del Moral (2002). Los
datos de salinidad corresponden a valores promedio de visitas trimestrales a las lagunas durante el periodo 2001-2002. La clasificacion del

patrén hidrico sigue la nomenclatura de Brock et al. (2003).

Area Profundidad  Salinidad
Area hidrolégica Laguna Coordenadas geogrdficas (km?) (m) (gL Patrén hidrico
Area Costera de Alicante CDG, Clot de Galvany 38°14.999' N, 0° 32.228' O - <1 15.6 Semipermanente
HON, Hondo Norte 38°11.384' N, 0°45.140' O 0.13@ 0.99 10.4 Semipermanente
HOS, Hondo Sur 38°10.004' N, 0° 44.007' O 0.209 0.8v 12.9 Semipermanente
Area Costera de Castellén ALM, Almenara 39°45.164' N, 0° 11.597' O 0.10@ 7.5¢@ 1.4 Semipermanente
TON, Poza Norte 40°08.917'N, 0°10.148' E 0.01¢ 0.8¢ 23.8 Estacional
TOS, Poza Sur 40°08.715'N, 0° 10.059' E 0.01¢ 1.0c 33.0 Estacional
Area Endorreica del Ebro BDS, Balsa de Santed 41°00.975'N, 1°32.477' O 0.02d <1 16.5! Episddica
GAL, Gallocanta 40° 58.158' N, 1°31.163' O 14.14¢ 0.5¢ 61.5! Intermitente
SDC, Salada de Chiprana 41°14.417'N,0°10.874' O 0.23f 5f 39.3 Permanente
Area Endorreica del Guadiana CVF, Camino Villafranca 39°25.009'N, 3°16.324' O 1.859 <1 55.52 Intermitente
MAN, Manjavacas 39°24.615'N, 2°51.899' O 1.06f 0.2f 22.9 Semipermanente
TIR, Tirez 39°32.631'N, 3°21.114'O 0.62f 0.2f 77.7 Estacional
Area Endorreica del JUcar-Segura HYR, Hoya Rasa 38°47.075'N, 1°25.620' O 0.08f <1 27.7! Estacional
PET, Pétrola 38° 50.555' N, 1°34.448' O 1.74f 0.7f 46.0 Semipermanente
SBJ, Salobrejo 38° 54.765' N, 1°28.275' O 0.36f 0.8'" 17.4 Semipermanente

1. Salinidad medida en una Unica visita (invierno), dado que no se encontrd agua en el resto de visitas.

2. Salinidad promedio de dos visitas (invierno y primavera).

3. La mdéxima profundidad en esta laguna excede de 4 m.



Capitulo 2

Muestreo del sedimento

Los muestreos de las lagunas se llevaron a cabo durante los meses de julio y
agosto de 2001. Las muestras de sedimento consistieron en cores obtenidos
de tres puntos seleccionados al azar en cada una de las charcas y lagunas
estudiadas. La localizaciéon en el campo de los puntos de muestreo se realizd
por medio de un navegador electronico y sistema de posicionamiento
global (GPS Garmin®). Los cores de sedimento se obtuvieron mediante el
empleo de un muestreador de piston de fipo Beeker (57 mm de didmetro
interno del cilindro, 60 cm de longitud, disenado y fabricado por Ejkelkamp
Agrisearch Equipment; véase la figura 2.2.A). Una vez extraido, cada core de
sedimento se dividid en secciones de 2 cm de espesor hasta una
profundidad mdaxima de 10 cm. Para ello se utilizd un sistema de descarga
hidroneumdatica (Ejkelkamp Agrisearch Equipment; véase la figura 2.2.B) que
permitid el control de la descarga del sedimento y la particion precisa de las

muestras.

Figura 2.2. A: Muestreador de sedimento de pistdn tipo Beeker. B: Sistema de descarga

hidroneumdtica para particion de la muestra.
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Patrones de huevos diapdusicos

Cada seccion de 2 cm de espesor se pesd en el laboratorio vy
posteriormente se almacend en un recipiente de pldstico de 100 mL a 4° C
de temperatura y en condiciones de oscuridad para preservar los huevos
hasta el momento del procesado de las muestras y el posterior andlisis

(Hagiwara e Hino, 1989).

Estimacion de la densidad de huevos diapdusicos

De la zona central de cada seccidn de 2 cm de espesor se tomaron
submuestras de sedimento de 2 g (en peso humedo). El objetivo de este
procedimiento es evitar la contfaminacion de la muestra por huevos
diapdusicos de capas superiores del sedimento, que podrian haberse
transferido durante la fase de descarga hidroneumdatica del core. Las
submuestras de 2 g de sedimento se depositaron individualmente en placas
Petri, donde se resuspendieron y desflocularon en medio de 6 g L!
preparado con sales comerciales (Instant Ocean®; Aquarium Systems).
Posteriormente, las submuestras se filfraron consecutivamente a fravés de
mallas de Nytal de 200 y 30 um de didmetro de poro. Los huevos diapdusicos
de las especies del complejo B. plicatilis, cuya longitud y anchura varian
respectivamente entre 113-137 um y 75-100 um (Ciros-Pérez et al., 2001),
quedan retenidos en la malla de 30 um. No se encontraron huevos
diapdusicos en el material retenido por la malla de 200 um, si bien ésta
permitié la eliminacion de gran cantidad de material grosero (restos de
insectos, semillas de vegetales, restos de hojas y raices, etc.). El material
retenido por la malla de 30 um de didmetro de poro se transfirid a una placa
de recuento de zooplancton donde, con ayuda de una lupa binocular a 6
aumentos, se identificaron y contaron los huevos diapdusicos pertenecientes
al complejo B. plicatilis. Debe senalarse que no fue posible asignar los huevos
diapdusicos aislados del sedimento a cada una de las especies del complejo

basdndose en su morfologia o tamano (véase el capitulo 5).
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Para la estimacidon de las densidades de huevos diapdusicos se
contaron todos los huevos y restos de los mismos en cada submuestra. Se
observd que los restos de huevos diapdusicos (p.ej. cdscaras vacias) persisten
en el sedimento y se pueden identificar. Por tanto, el niUmero total de huevos
diapdusicos en una submuestra incluye huevos diapdusicos en varios estados
de conservacion, asi como también cdscaras vacias de huevos que
eclosionaron en el pasado. Este nUmero total de huevos en una capa de
sedimento se considera una medida de la produccidn de huevos
diapdusicos en el intervalo de tiempo que llevd la acumulacion de esa
capa. Notese que la produccidon asi estimada es una produccion neta, de la
gue se han detraido las posibles pérdidas debidas a la depredacion de los
huevos o a su exportacion (Langley et al., 2001; Cdceres y Soluk, 2002). Los
huevos recontados en las muestras de sedimento asi como las cdscaras de
huevos, que en su conjunto de aqui en adelante se denominan huevos

diapausicos totales, se clasificaron en los siguientes tipos:

(1) Huevos diapdusicos con aspecto saludable (healthy-looking eggs),
similares a los huevos diapdusicos recién producidos en muestras de
laboratorio (Figura 2.3.A). Tipicamente se considera que estos huevos

representan el banco viable (Cdaceres, 1998).

(2) Huevos eclosionados, que corresponden a las cdscaras o envueltas
vacias abiertas por el denominado opérculo; esto es, por la apertura
por donde las neonatas salen del huevo diapdusico (Figura 2.3.B). El
recuento de estos huevos permite estimar el nUmero de rotiferos

reclutados desde el sedimento en cada estacidon de crecimiento.

(3) Huevos deteriorados, corresponden a aquellos huevos vacios, huevos
que presentan embriones altamente deteriorados, o huevos que
exhiben fracturas diferentes a la provocada por la apertura del huevo
durante la eclosion del huevo (Figura 2.3.C). Se considera que estos

huevos son inviables.
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100 ym

Figura 2.3. Eiemplos de los tipos de huevos diapdusicos del complejo B. plicatilis reconocibles
en muestras de sedimento. A: Huevo diapdusico con aspecto saludable. B: Huevo
diapdusico eclosionado. C: Huevo diapdusico deteriorado. Todos los huevos en las

fotografias estdn orientados de manera que el opérculo queda situado a la derecha.

A partir de los recuentos de cada tipo de huevo por submuestra de 2
g se calcularon los valores de densidad, expresada ésta como el nUmero de
huevos diapdusicos de cada tipo por unidad de volumen de sedimento
(cm?3). Estas densidades se utilizaron a su vez para estimar la densidad de
huevos diapdusicos por unidad de superficie (cm2) mediante la infegracion
de los valores de densidad de huevos diapdusicos por cm-3 para los primeros

diez centimetros de espesor del sedimento.

Datacion del sedimento y estimacion de la edad de los huevos diapdusicos

Los diez primeros centimetros de sedimento de los cores pertenecientes a seis
de las lagunas estudiadas se dataron radiométricamente con 210Pb y 137Cs
(Krishnaswami et al., 1971; Ritchie y McHenry, 1990). Estas dataciones fueron
realizadas por el grupo del Dr. Gaboury Benoit (Yale School of Forestry and
Environmental Studies, Yale University, New Haven, CT, USA), cuyo informe se

presenta en el apéndice B.
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Las seis lagunas datadas (Clot de Galvany, Hondo Sur, Poza Sur,
Salada de Chiprana, Camino de Villafranca y Salobrejo) se seleccionaron
como representantes de cada drea geogrdfica y de determinados perfiles
de distribuciéon vertical de huevos diapdusicos en el sedimento (véase la
seccion de Resultados). Ademds, la tasa de sedimentacion de la laguna de
Gallocanta (0.31 £ 0.04 cm ano') se conoce a partir de un estudio de Rodd
et al. (2002). La datacion en este Ultimo estudio se llevd a cabo con 210Pb, y
se validdé con los métodos radiométricos basados en 226Ra y 13Cs. El
conocimiento de las tasas de sedimentacion permitid convertir la
profundidad del sedimento en unidades de tiempo y, de esta manerq,
estimar la edad de los huevos de aspecto saludable (a priori considerados
como viables) en las diferentes capas de sedimento estudiadas. A partir de
estos datos se calculd la edad media y los tiempos mdximos de
supervivencia de los huevos diapdusicos del complejo de especies B. plicatilis

enterrados en el sedimento de las lagunas estudiadas.

Andilisis estadistico

Se estudiaron las diferencias en el tamano del banco de huevos diapdusicos
totales (como indicador de produccién) y huevos con aspecto saludable
(como indicador de reserva de huevos viables) de cada laguna por medio
de sendos modelos lineales generalizados (Nelder y Wedderburn, 1972)
basados en los recuentos de cada tipo de huevo. Dado que en ambos casos
los datos analizados son recuentos, se supuso que los datos siguen la

distribucion de Poisson.

Ambos modelos se utilizaron para estudiar los efectos debidos a la
localizacion geogrdfica de las lagunas (lagunas costeras versus lagunas del
interior), diferencias debidas a las lagunas per se (diferencias entre lagunas
dentro de drea geogrdfica), y a la profundidad en el sedimento (esto es,

diferencias entre las diferentes capas de sedimento de dos centimetros de
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espesor estudiadas). La bondad de ajuste de los dos modelos estudiados se
basd en el cambio relativo de desviacion (i.e., deviance, que mide cudnto
se desvia el modelo de los datos) con respecto a sus respectivos modelos
nulos (i.e., modelo con la misma forma que el gjustado, pero con tantos
pardmetros como observaciones, que también recibe el nombre de modelo
saturado). Los términos de interacciéon entre los factores del modelo sélo se
incluyeron cuando mejoraron sensiblemente el ajuste a los modelos nulos
(Johnson y Omland, 2004). Todos los andlisis se implementaron con la funcidn
glm del paquete estadistico R 2.1.0 (R Development Core Team 2005; Ihaka y
Gentleman, 1996).

Resultados

La densidad de huevos totales (esto es, del conjunto de huevos con aspecto
saludable, eclosionados y deteriorados) integrada para los diez primeros
centimetfros de profundidad del sedimento y promediada para los fres
punfos de muestreo de cada una de las lagunas, varié desde 4.70 huevos
cm-2en el Hondo Norte hasta 26000 huevos cm-2 en la laguna del Camino de
Villafranca. La mdxima densidad para un punto de muestreo se encontrd
también en la laguna del Camino de Villafranca donde alcanzd un valor de

36400 huevos cm-=2.

La distribucion vertical de abundancia de los huevos diapdusicos
totales en el sedimento de cada una de las lagunas estudiadas se muestra
en la figura 2.4. Se encontraron huevos diapdusicos o restos de ellos en todos
los puntos de muestreo de todas las lagunas estudiadas, aunque no en todas
las capas del sedimento de todas las lagunas. Los huevos diapdusicos del
complejo B. plicatilis se distribuyeron, al menos, hasta 8 cm de profundidad

en el sedimento de las lagunas estudiadas.
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Figura 2.4. Densidad de huevos diapdusicos totales del complejo B. plicatilis a diferente profundidad en el sedimento de las lagunas estudiadas,

ordenadas en costeras y de interior. Los valores para cada capa del sedimento son el promedio de tres puntos de muestreo mds el error tipico.
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Se observaron grandes diferencias en la densidad de huevos
diapdusicos totales entre las charcas y lagunas estudiadas, asi como
también entre las diferentes capas de sedimento dentro de una misma

laguna (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Andlisis estadistico mediante un modelo lineal generalizado del nimero de huevos

diapdusicos totales.

Fuente de variacion g.l. Desviacion P
Region 1 10968 0.01
Hidroperiodo 2 17566 < 0.001
Profundidad 4 8697 <0.001
Regién x Hidroperiodo 1 128 < 0.001
Regidén x Profundidad 4 806 <0.001
Hidroperiodo x Profundidad 8 1889 <0.001
Laguna (Regidn x Hidroperiodo) 10 27508 <0.001
Regidn x Hidroperiodo x Profundidad 4 683 < 0.001
Laguna (Regidén x Hidroperiodo) x Profundidad 39 1776 <0.001

Modelo: Poisson, funcién vinculo: log, % Desviacién: 84.2

Con respecto a la profundidad, pueden distinguirse dos patrones
bdsicos. En primer lugar se ha encontrado un conjunto de lagunas (siete de
las 15 lagunas estudiadas) que presentan un perfil vertical tipicamente
decreciente en la abundancia de huevos diapdusicos con la profundidad
en el sedimento, llegando en ocasiones incluso a la extincién del banco. Por
el contrario, otras lagunas (ocho de las 15 lagunas estudiadas) se
caracterizan por la presencia de un pico subsuperficial de mdxima
abundancia de huevos diapdusicos totales. Como puede observarse en la
figura 2.4, ambos tipos de patron en profundidad se dan indistintamente en

las charcas y lagunas costeras y del interior.
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Como puede observarse en la figura 2.5 (véase también la tabla 2.2),
los bancos de huevos de las lagunas del interior albergan, en promedio, mdas
huevos diapdusicos totales que los de las lagunas costeras (3107.34 = 1836.27
huevos cm?2 en |as lagunas de interior frente a 114.63 + 29.79 huevos cm?2 en
las costeras). Noétese la gran variacion observada entre las lagunas del
interior y que entre ellas existe una laguna con una produccidén muy alta de
huevos diapdusicos (Camino de Villafranca). No obstante, incluso anulando
esta laguna del andlisis, las lagunas del interior presentan mds huevos

diapdusicos totales que las lagunas costeras.
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Figura 2.5. Abundancia de huevos diapdusicos totales en los diez primeros centimetros de
profundidad del sedimento de las lagunas estudiadas. Los valores presentados son medias
de tres puntos de muestreo por laguna mds el error tipico. Para los acrénimos de las lagunas,

véase la figura 2.1.

El patron hidrico de las lagunas también mostro efectos significativos

sobre el tamano del banco de huevos diapdusicos (Tabla 2.2). Las charcas y
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lagunas con hidroperiodos de corta duracién (i.e., charcas intermitentes y
episddicas) mostraron bancos mds densos (8793.28 £ 5176.71 huevos cm-2)
que las lagunas con hidroperiodos de duracion media (i.e., lagunas
estacionales: 220.25 + 38.47 huevos cm2) y larga (i.e., lagunas permanentes y
semipermanentes: 174.13 = 50.26 huevos cm2). Sin embargo, no puede
descartarse que este patréon sea consecuencia de que una de las lagunas
con hidroperiodo de corta duracién presenta la mayor densidad de huevos

diapdusicos de todo el estudio (Camino de Villafranca).

Los huevos diapdusicos con aspecto saludable y los huevos
eclosionados representan una fraccidn muy pequena del banco de huevos
diapdusicos totales; esto es, de los huevos inicialmente producidos en la
columna de agua. Asi, la mayor parte de los huevos diapdusicos
encontrados en los sedimentos de las charcas y lagunas estudiadas fueron

huevos deteriorados, tal y como se muestra en la figura 2.6.

Huevos con aspecto saludable
2%

4% Huevos eclosionados

94%
Huevos deteriorados

Figura 2.6. Porcentaje de los distintos tipos de huevos diapdusicos del complejo B. plicatilis en

el conjunto de lagunas estudiadas.
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El porcentaje de huevos diapdusicos deteriorados varié entre un valor
minimo de 74.6 %, hallado en Poza Sur, y un valor méximo de 98.5 %, en
Salada de Chiprana. El valor medio del porcentaje de huevos diapdusicos
deteriorados para el conjunto de lagunas estudiadas resultd ser 89.1 £ 1.7 %.
Los huevos diapdusicos con aspecto saludable representaron el 5.9 £+ 1.4 %
del total de huevos del banco. El méximo porcentaje de huevos diapdusicos
con aspecto saludable fue 19.1 %, correspondiente a la Poza Sur. En cuanto
a los huevos diapdusicos eclosionados, éstos representaron el 5.0 £ 0.8 % del
total de huevos. Estos huevos eclosionados se encontraron en los sedimentos
de todas las lagunas estudiadas, e incluso en la mdxima profundidad

estudiada (8-10 cm) en algunas de ellas.

En aquellas lagunas donde se encontraron huevos diapdusicos con
aspecto saludable, la densidad para los diez primeros centfimetros de
profundidad del sedimento oscild entre un valor minimo de 2.74 huevos cm-2
en Salada de Chiprana hasta aproximadamente 200 huevos cm? de
maxima abundancia en la laguna del Camino de Villafranca. No se
enconfraron huevos diapdusicos con aspecto saludable en ninguno de los

puntos de muestreo de Hondo Norte y Balsa de Santed.

El modelo lineal generalizado aplicado sobre el recuento de huevos
diapdusicos con aspecto saludable (Tabla 2.3) mostrd la existencia de
efectos significativos debidos a la localizaciéon geogrdfica, duracién del
hidroperiodo y profundidad en el sedimento. Asi mismo, también se
encontraron diferencias en la abundancia de estos huevos entre lagunas
dentro de una determinada region geogrdfica e hidroperiodo (fila ‘Laguna
(Region x Hidroperiodo)' en tabla 2.3). Notese que estos resultados son
dependientes de las diferencias observadas en la produccidn de huevos
totales (Tabla 2.2). Las diferencias en el tamano del banco de huevos con
aspecto saludable entre lagunas puede observarse graficamente en la

figura 2.7.
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Tabla 2.3. Andlisis estadistico mediante un modelo lineal generalizado del nUmero de huevos

diapdusicos con aspecto saludable.

Fuente de variacion gl Desviacién p
Regién 1 6.84 0.01
Hidroperiodo 2 147.33 <0.001
Profundidad 4 322.40 < 0.001
Regidon x Hidroperiodo 1 44.22 < 0.001
Regidon x Profundidad 4 54.24 <0.001
Hidroperiodo x Profundidad 8 70.87 < 0.001
Laguna (Regién x Hidroperiodo) 10 297.06 <0.001
Region x Hidroperiodo x Profundidad 4 4403 < 0.001
Laguna (Regidn x Hidroperiodo) x Profundidad 39 116.15 < 0.001
Modelo: Poisson, funcién vinculo: log, % Desviacién: 75.1
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Figura 2.7. Abundancia de huevos diapdusicos con aspecto saludable en los diez primeros
centimetros de profundidad del sedimento de las lagunas estudiadas. Los valores son medias
de tres puntos de muestreo por laguna mds el error tipico. Para los acrénimos de las lagunas,

véase la figura 2.1.
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Aungue las lagunas del interior albergan, en promedio, mds huevos
diapdusicos con aspecto saludable que las costeras (32.69 £ 14.31 huevos
cm?2 en las lagunas de interior frente a 11.17 + 5.06 huevos cm2 en las
lagunas costeras), los resultados encontrados indican que la proporcion de
este tipo de huevo con respecto a los huevos diapdusicos totales fue
tipicamente mayor en las lagunas costeras que en las del interior (6.8 £ 2.0 %

en las lagunas costeras frente a 4.6 £ 1.1 % en las del interior).

Los perfiles verticales de abundancia de los huevos diapdusicos con
aspecto saludable y los de los huevos eclosionados en cada una de las
lagunas estudiadas se presentan en la figura 2.8. Como puede apreciarse, la
mayoria de los huevos diapdusicos con aspecto saludable (62.4 = 9.6 %) se
encuentra restringida a los dos primeros centimetros de profundidad en el
sedimento. No obstante debe senalarse el hecho de que se encontraron
también huevos diapdusicos con aspecto saludable incluso en la mdaxima
profundidad del sedimento estudiada (8-10 cm) en varias de las lagunas
consideradas en este estudio (Almenara, Hoya Rasa y Tirez). Este hecho
apoya la hipdtesis de que, una vez producidos, los huevos diapdusicos
pueden permanecer viables durante largos periodos de tiempo enterrados
en el sedimento. Como se verd mds adelante, este hecho queda
confirmado por los resultados del andlisis de datacidon radiométrica de los

sedimentos.

Por ofra parte, no se encontré un patrdn vertical bien definido con
respecto a la abundancia de los huevos diapdusicos eclosionados en los
sedimentos de las lagunas estudiadas. La abundancia de estos huevos varié
desde 0.17 huevos cm2 en Hondo Norte hasta 308.95 huevos cm2 en Camino
de Villafranca. Las lagunas del interior presentaron mds huevos eclosionados
que las costeras (37.76 £ 19.97 huevos cm2 en las lagunas de interior frente a
3.79 £ 0.97 huevos cm2 en las costeras), si bien este hecho estd relacionado

con la mayor produccion observada en las primeras.
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En tres de los seis cores de sedimento en los que se realizd el andlisis
de datacion los datos no se ajustaron a los perfiles ideales de 210Pb y 137Cs
(Salada de Chiprana, Poza Sur y Hondo Sur), de manera que no resultaron
Utiles para la datacion (véase el apéndice B). Por su parte, los cores
obtenidos de Clot de Galvany, Camino de Villafranca y Salobrejo si se
ajustaron a dichos perfiles. Las tasas de sedimentacion obtenidas mediante
los métodos basados en 210Pb y 137Cs dieron resultados consistentes pero con

ligeras diferencias en la estima (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Tasas de sedimentacion (cm ano') basadas en los métodos radiométricos del
210Pb and 137Cs. Se indica también el intervalo de edad mdxima y la mediana de la edad de
los huevos diapdusicos con aspecto saludable. Para el cdlculo de la edad de los huevos con
aspecto saludable (que son en definitiva los que podrian eclosionar) se utilizé el valor de la
estima de la tasa de sedimentacion mds preciso (con menor error tipico) o el valor central

del solapamiento entre los intervalos obtenidos por ambos métodos.

Tasa de sedimentacion (cm ano') Intervalo de Mediana
Valor edad maxima de edad
Laguna 210pp 137Cs asumido (anos) (anos)
Clot de Galvany 0.04 - 0.08 ~0.07 0.06 0-33.3 16.7
Camino de Villafranca 0.09-0.13 0.05-0.10 0.10 60-80 30
Salobrejo 0.15-0.17 0.10-0.15 0.15 13.3-26.7 6.7
Gallocanta* 0.27 -0.35 - 0.31 12.9-19.4 3.2

* La tasa de sedimentacion de Gallocanta se obtuvo a partir de Rodd et al. (2002).

La mediana de las edades de los huevos con aspecto saludable
indica que la mayoria de estos huevos son relativamente jdvenes, si bien los
valores mdaximos de supervivencia en el sedimento pueden ser mucho mads
elevados. Cuando se comparan las edades de los huevos con aspecto
saludable entre las lagunas datadas, se encuentran diferencias importantes.
Asi, mientras que la edad mdaxima estimada en Gallocanta es de13-20 anos,

ésta alcanza los 60-80 anos en la laguna del Camino de Villafranca.
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Consistentemente con la acumulacidn de huevos con aspecto
saludable en las capas superficiales, la distribucidon promedio de éstos en el
conjunto de lagunas muestra una tendencia decreciente con la
profundidad (Figura 2.9). Sin embargo, no se encontrdé ningun patrén claro
con la profundidad para la fraccidon de huevos eclosionados, si bien éstos
fueron ftfipicamente menos frecuentes en las capas mds profundas del

sedimento.

Proporcion de huevos con aspecto saludable
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Figura 2.9. Distribucion en profundidad en el sedimento de la proporcién de huevos
diapdusicos con aspecto saludable. Los valores para cada capa de sedimento son medias

para el conjunto de lagunas estudiadas mds el error tipico.

Discusion

Cuando se comparan con ofros invertebrados acudticos — bdsicamente
copépodos y claddceros —, los rotiferos presentan caracteristicas ecoldgicas
particulares. En primer lugar, los rotiferos tienen tiempos de generacion mas

cortos que los de estos otros organismos, asi como también tasas de
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crecimiento mayores. Ademds, las poblaciones de rofiferos suelen ser
temporales y se considera que son relativamente vulnerables a las
interacciones bidticas (i.e., competencia y depredaciéon). Dado que estas
caracteristicas pueden tener implicaciones importantes para la evoluciéon de
los patrones de diapausa, es necesario preguntarse si los patrones
observados en los bancos de huevos diapdusicos de ofros organismos
zooplancténicos, hasta la fecha mucho mejor estudiados, pueden
generalizarse a los bancos de huevos diapdusicos de los rofiferos
monogonontes. El presente estudio proporciona informacién a este respecto
y aporta, por primera vez, abundantes datos cuantitativos para el andlisis

demogrdafico de los bancos de huevos diapdusicos de rotiferos.

Hasta la fecha, los estudios acerca de los bancos de huevos
diapdusicos de organismos zooplanctonicos se han centrado exclusivamente
en la descripcion y el andlisis de huevos aparentemente sanos (Marcus, 1990;
Hairston et al., 1995; Cdceres, 1998), que, se supone, representan la fraccion
de huevos viables en el sedimento. Cuando se comparan con oftros
organismos del zooplancton, los bancos de huevos diapdusicos de rotiferos
muestran propiedades globales similares. Los resultados del presente trabajo
indican la presencia de huevos con aspecto saludable en densidades
elevadas en los bancos del complejo de especies. Asi, con la excepcidn de
dos lagunas en las que no se encontraron huevos diapdusicos de este tipo, la
densidad de estos huevos oscild entre 2 y 200 huevos cm-2, que estd dentro
del mismo rango de valores de densidad encontrados para otros organismos

zooplancténicos (1-1000 huevos cm-2; véase Hairston, 1996).

Coincidiendo con lo que ocurre en claddceros y copépodos (Herzig,
1985; De Stasio, 1989; Viitasalo y Katajisto, 1994; Weider et al., 1997; Cdaceres,
1998; Cousyn y De Meester, 1998; Faustova et al., 2004), los huevos
diapdusicos con aspecto saludable de los rotiferos no presentan un patrén
de abundancia uniforme en relaciéon con la profundidad del sedimento. Su

distribucion vertical en las lagunas estudiadas es compleja, y no
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necesariomente decreciente, lo que senala que los factores que afectan a
la distribucion de los huevos diapdusicos en rotiferos fluctian temporalmente
y de manera diferente entre lagunas incluso a escala regional. Por ejemplo,
la deteccidn de patrones verticales no decrecientes sugiere variacion
interanual en la produccion de huevos diapdusicos. Este hecho no debe
resultar sorprendente en lagunas someras en la regidon mediterrdnea dado
que las poblaciones de rotiferos que habitan estas charcas pueden verse
ampliamente afectadas por la fluctuacion climdtica tipica de esta zona, asi
como por efectos climdticos locales. La existencia de esta variacion
inferanual también se ve apoyada por los patrones verticales de densidad
de huevos diapdusicos totales, una variable relacionada mds directamente

con la produccion de huevos diapdusicos.

Recuérdese que la abundancia de huevos diapdusicos totales es una
estima de la producciéon neta de huevos diapdusicos — es decir, detraidas las
pérdidas debidas a la depredacion o a la exportacion (i.e., dispersion).
Notese también que la pérdida por exportacion podria ser parficularmente
importante en aquellas charcas y lagunas que se desecan durante largos
periodos de tiempo (i.e., charcas efimeras), pues los huevos diapdusicos
podrian ser arrastrados y dispersados por medio de vectores tales como
corrientes de viento (Langley et al., 2001; Cdceres y Soluk, 2002). El hecho de
que algunas charcas y lagunas no presenten huevos diapdusicos con
aspecto saludable y que ofras apenas presenten banco, sugiere que la

pérdida de huevos podria ser un fendmeno importante en algunos casos.

Por ofra parte, a pesar de la complejidad de algunos perfiles
verticales, los huevos diapdusicos con aspecto saludable son notablemente
menos frecuentes en capas profundas del sedimento. En ocasiones, se han
encontrado incluso patrones estrictamente decrecientes en la abundancia
de dichos huevos. Este hecho sugiere la existencia de un efecto de

envejecimiento de los huevos diapdusicos, que se aprecia mds claramente
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cuando se analiza el patrén vertical de la proporcidon de huevos con aspecto

saludable con respecto a los huevos diapdusicos totales (Figura 2.9).

La mayoria de los huevos con aspecto saludable se encuentra en las
capas superficiales de sedimento lo que, unido a la informacidén obtenida a
partir de la datacién de los sedimentos, sugiere que los bancos de huevos
diapdusicos con potencial para el restablecimiento de la poblacidon activa
son relativamente jovenes. La edad mdxima de los huevos con aspecto
saludable fue de 60-80 anos, que es un valor proximo a los encontrados en
estudios previos en rotiferos (65 anos en B. rotundiformis; Kotani et al., 2001;
100 anos también en B. rotundiformis en un estudio de Hyrayama y Fu, citado
por King y Serra (1998)), aunque mucho menor que los tiempos mdaximos de
supervivencia encontrados en claddceros (125 anos; Cdceres, 1998) o
copépodos (hasta 300 anos; Hairston et al., 1995). No obstante, la edad de
los bancos de huevos diapdusicos en nuestro estudio puede ser dependiente
de las propiedades del hdbitat (p.ej., charcas someras temporales) mdas que

constituir una caracteristica diferencial de los rotiferos.

Como se ha dicho, los estudios de bancos de huevos diapdusicos del
zooplancton no han considerado huevos eclosionados ni huevos
deteriorados. Por una parte, como ya se ha avanzado, la utiidad de
cuantificar los huevos eclosionados consiste en que puede estimarse el
nUmero de individuos obtenidos a partir de la eclosion de estos huevos.
Notese que si las tasas de sedimentacidn son conocidas podria estimarse la
contribucion o reclutamiento anual desde el sedimento a la poblacion
activa. Por ofra parte, un resultado sorprendente del presente estudio, y que
ha podido obtenerse por la cuantificacion completa del banco de huevos,
es que los huevos deteriorados pueden llegar a representar el 90 % del total
de huevos producidos inicialmente, de manera que podemos concluir que el
destino mds probable para un huevo en el sedimento es el deterioro. Este
hecho apunta a que el sedimento no es un refugio tan seguro para las

poblaciones de rofiferos como se habia sugerido anteriormente. Ademds,
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dado que los huevos deteriorados se encontraron en todas las capas de
sedimento estudiadas, incluso en las mdas jovenes, el deterioro de los huevos

en nuestras lagunas parece ser un proceso relativamente rapido.

Los datos aqui presentados muestran la existencia de grandes
diferencias entre lagunas en la abundancia de huevos totales. Estas
diferencias podrian ser en parte una consecuencia de las diferentes tasas de
sedimentacion de las lagunas estudiadas, de manera que estariamos
comparando sedimentos que infegran un numero diferente de anos. No
obstante, las grandes diferencias observadas en la abundancia de huevos
diapdusicos (véase, por ejemplo Hondo Norte y Camino de Villafranca) son
dificiles de explicar basdndose Unicamente en estas diferencias de las tasas
de sedimentacion. Notese que si, por ejemplo, en Hondo Norte se asume una
tasa de sedimentacion elevada, de 1 cm ano’!, harian falta 57 anos para
igualar la producciéon anual de la laguna del Camino de Villafranca (con
una tasa de sedimentacion conocida de 0.10 cm ano-!). Este razonamiento,
extraordinariamente conservativo, muestra que, efectivamente, existen
diferencias en la produccion anual de huevos diapdusicos entre las lagunas

estudiadas.

Las lagunas del interior presentan, en promedio, mds huevos
diapdusicos que las lagunas costeras. Dado que no existen evidencias a
favor de que las lagunas del interior tengan tasas de sedimentaciéon mayores
que las costeras, las diferencias en la produccion de huevos diapdusicos
totales entre lagunas costeras y del interior no parecen atribuibles a dicha
causa. Las lagunas del interior son endorreicas, altamente salinas — una
condicion que favorece a las especies del complejo B. plicatilis — y ricas en
nutrientes (Vicente et al., 1998), lo que debe implicar una alta produccion de
huevos diapausicos. Se sabe ademds que las especies pertenecientes al
complejo B. plicatilis dominan la comunidad de rofiferos en las lagunas del

interior que aqui se estudian, mientras que éste no es el caso en las lagunas
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costeras, que también son, por ofra parte, altfamente productivas (Lapesa,
2004).

Nuestros resultados también indican la existencia de diferencias en la
produccion de huevos diapdusicos entre lagunas asociadas a la duracion
del hidroperiodo. Sin embargo, esta relacion parece depender criticamente
del hecho de que una de las lagunas con corta duracion del hidroperiodo
presenta un banco de huevos diapdusicos extraordinariomente abundante

(i.e., la laguna del Camino de Villafranca).

En resumen, los datos aportados en este capitulo contribuyen a
subsanar el defecto de informacién sobre los bancos de huevos diapdusicos
de rotiferos. Los resultados muestran que los valores de densidad de huevos
con aspecto saludable son similares a los de otros grupos de organismos del
zooplancton, si bien existen diferencias en sus fiempos mdximos de
supervivencia. Este estudio demuestra ademds que ofras categorias de
huevos (i.e., huevos eclosionados y deteriorados) son Utiles en el estudio de
los patrones y procesos demogrdaficos asociados a los bancos de huevos

diapdusicos (véanse los capitulos 3y 4).
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Un modelo simple para estudiar la relacion
entre caracteristicas del habitat y
propiedades de los bancos de huevos

diapdausicos de rotiferos

Infroduccion

Se espera que las propiedades que exhiben los bancos de huevos
diapdusicos sean, al menos parcialmente, el resultado de la seleccion
natural. La produccion vy eclosion de los huevos diapdusicos son
componentes de eficacia bioldgica, y su evolucion puede estudiarse bajo el
enfoque de la teoria general de rasgos de la historia vital. De esta forma, se
espera que las caracteristicas de los hdbitats donde se encuentran las
poblaciones de rofiferos (p.ej., temporalidad, adversidad, predecibilidad,
etc.) estén correlacionadas con sus patrones de diapausa. Estos patrones se
pueden expresar bdsicamente en términos de produccion y fraccion de
eclosion (Cohen, 1966; 1970; Cdaceres y Tessier, 2003; 2004a; 2004b; véase

también el capitulo 1 de esta tesis).

En este capitulo se pone de manifiesto cémo la magnitud de
determinados procesos demogrdficos que afectan a los huevos diapdusicos
(p.€j., produccién, degradacién o mortalidad, eclosion), y que dependen de
las caracteristicas del hdbitat, puede ser inferida a partir de propiedades

observables de los bancos de huevos diapdusicos (i.e., las abundancias de
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las diferentes categorias de huevos diapdusicos que pueden identificarse en
el sedimento). Con este propdsito se desarrolla un modelo dindmico simple,
basado en diferentes categorias de huevos diapdusicos segun su estado de

deterioro (véase el capitulo 2).

Un modelo simple para la dindmica de los huevos diapaulsicos en el

sedimento

Como variables del modelo se han utilizado fres categorias de huevos
diapdusicos, ya presentadas en el capitulo anterior (véase el capitulo 2 para

mas detalles):

(1) Huevos diapdusicos con aspecto saludable, considerados como
viables. La densidad de este tipo de huevos se representa como V en

el modelo.

(2) Huevos eclosionados, envueltas vacias que presentan la tipica
apertura por donde las hembras neonatas salen del huevo. Esta
categoria, cuya densidad se representa como E en el modelo, es
indicativa de los huevos diapdusicos que eclosionaron, y por lo tanto

fueron viables, en el pasado.

(3) Huevos deteriorados, considerados inviables. La densidad de estos

huevos se representa como D en el modelo.

Las dindmicas de estas tres categorias de huevos estdn controladas
por varios procesos, enfre los que se incluyen: (1) la produccién de huevos
diapdusicos, que tiene lugar en la columna de agua, (2) el deterioro de los
huevos diapdusicos, que ocurre mientras estdn enterrados en el sedimento,
(3) la eclosion de huevos diapdusicos desde el sedimento e incorporacion de

las formas activas a la columna de agua, y (4) la pérdida de huevos
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diapdusicos, debida al enterramiento en capas profundas del sedimento o a
la fragmentacion mecdnica de los huevos, y que en principio se supone que

es diferente para las diferentes categorias de huevos.

El modelo conceptual que relaciona estas variables y procesos se

presenta graficamente en la figura 3.1.

Columna de agua Poblacion
activa
+
|
|
|
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l
|
i
Sedimento i
superficial E
e
\%
d D Pe
Pv
Pp
v v v

Sedimento profundo

Figura 3.1. Diagrama de la dindmica de bancos de huevos diapdusicos. Las flechas indican
flujos entre tipos de huevos diapdusicos y entre los compartimentos del sistema columna de
agua-sedimento. La flecha con linea discontinua representa la emergencia de neonatas a
partir de la eclosidn de huevos diapdusicos del sedimento. Variables: Huevos con aspecto
saludable (V), huevos eclosionados (E), huevos deteriorados (D). Pardmetros: tasa de
produccién de huevos diapdusicos (P) (tiempo-!), tasa de eclosidon per capita (e), tasa de
deterioro per capita (d), tasa de pérdida per capita de huevos con aspecto saludable (pv).
tasa de pérdida per capita de huevos eclosionados (pe), tasa de pérdida per capita de
huevos deteriorados (pp). Nétese que aunque en el modelo sélo se consideran dos
compartimentos en el sedimento (superficial y profundo), las tasas de los procesos
implicados podrian representar los valores promedio para un sedimento superficial

estructurado en capas (véase el texto).
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Se proponen las siguientes ecuaciones para describir las dindmicas

de las tres categorias de huevos consideradas:

AV/ At=P-eV-dV-pywWV
AE/ At = eV - peE
AD/ At= dV - ppD

donde P es la tasa de produccidon de huevos diapdusicos en la columna de
aguaq, e es la tasa de eclosion per capita, d es la tasa de deterioro de huevos
diapdusicos per capita, y los pardmetros p son las tasas de pérdida per

capita de cada una de las categorias de huevos diapdusicos consideradas.

A pesar de que la edad de los huevos puede afectar al deterioro y a
la eclosion, y que la situacion de los huevos diapdusicos en diferentes capas
del sedimento podria afectar a las tasas, el modelo propuesto no incluye de
forma explicita la estructura en clases de edad del banco de huevos o su
distribucion en profundidad. El modelo es consistente con el supuesto de que
se estd describiendo una capa superficial del sedimento, bien mezclada y lo
suficientemente delgada como para que la eclosidon no se vea afectada por
diferencias en la profundidad a la que se encuentran los huevos. Bajo este
supuesto, se puede alcanzar, de manera asintdtica, una situacion de
equilibrio si se considera que la produccion (P) y las tasas de pérdida de

huevos per capita (pv. pPe pPb) son constantes.

Ademdas de lo anterior, el modelo también seria consistente con un
escenario ecoldégico en el que la eclosion, el deterioro y las pérdidas sean
dependientes de la edad de los huevos diapdusicos. Asi mismo, el modelo
podria describir un sedimento en el que (1) la profundidad a la que se
encuentran los huevos afecta a los procesos que sufren éstos, y (2) los huevos
pueden desplazarse arriba y abajo en el sedimento; esto es, puede haber
mezcla entre las capas del sedimento. Si las tasas que describen los

diferentes procesos que afectan a la dindmica del banco de huevos
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diapdusicos no varian con el tiempo, entonces la composicidon del banco de
huevos en lo que se refiere a (1) la edad de los huevos, (2) la profundidad a
la que se encuentran los huevos, y (3) las diferentes categorias de huevos,
convergerd a un estado estable, tal y como predice la teoria general de
poblaciones estructuradas en clases de estado (Caswell, 2001). Mds aun, si la
entrada de huevos en el sedimento fras cada estacion de crecimiento (P) es
constante, la composiciéon del banco converge a un estado estacionario
(véase el apéndice C). De esta maneraq, incluso en un banco de esfructura
compleja, se espera alcanzar una situacion asintdtica de equilibrio. En este
equilibrio, las tasas del modelo serian el promedio de las tasas dependientes
de edad y profundidad. Por ejemplo, la tasa de deterioro seria d = Yidj (Vi /
[Z;Vi]), donde i se refiere a la edad de los huevos, j designa la capa del
sedimento en la que un huevo se encuentra, y (Vi / [L;Vi]) es la fraccion de
los huevos con aspecto saludable, supuestamente viables, de edad i en la
profundidad j. Este procedimiento es andlogo a la prdctica, por otra parte
bien conocida, de calcular una tasa de natalidad en una poblacion
estructurada en clases de edad a partir de la composicion estable en clases
de edad y de las tasas de fecundidad especificas de cada edad (Begon et
al., 1995).

La variacidn en las tres categorias de huevos diapdusicos
consideradas se describe mediante ecuaciones en diferencias, pues se
supone que algunos de los procesos que afectan a los huevos diapdusicos
actvan en pulsos. Este supuesto implica que los valores de equilibrio se
refieren a observaciones periddicas con la misma frecuencia que la de los
pulsos. También implica que los valores observados en el equilibrio pueden
ser diferentes segun el momento del ciclo poblacional en que se realiza el

censo.

Contrariomente al supuesto de constancia en los pardmetros del
modelo, se admite que éstos pueden presentar variacion temporal en la

naturaleza. De hecho, el modelo se aplicard a escenarios ecoldgicos donde
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la produccion de huevos diapdusicos (P) puede variar de ano a ano. No
obstante, esta variacion no se ha considerado aqui ya que los pardmetros
del modelo pueden estudiarse como valores promedio sobre una escala
apropiada de tiempo. Debido a que el sedimento integra la produccién de
varios anos — o estaciones de crecimiento — es razonable suponer que las
abundancias de las diferentes categorias de huevos observadas serdn

proximas a los valores promedio de las variables del modelo.

Bajo estos supuestos, simplemente igualando las tres ecuaciones
anteriores a cero (4V/At = AE/At = AD/At = 0), es posible encontrar los valores
de equilibrio para las abundancias de las tres categorias de huevos

diapdusicos consideradas:

V=P/(e+ d+ py)
E=(e/pe) [P/(e+ d+pv)]
D= (d/pp) [P/(e+d+ pv]]

A partir de los valores de equilibrio de los distintos tipos de huevos
diapdusicos se encuentran las siguientes relaciones entre los procesos
demogrdficos que afectan al banco de huevos y a las densidades de los

diferentes tipos de huevos diapdusicos:

E/V = e/ pv
D/V=d/ po
B=P[1+(e/pv)+(d/ppo)l/(e+ d+ pv)

donde B representa el tamano del banco de huevos diapdusicos en el
equilibrio (B = V + E + D). Se considera aqui que el banco de huevos
diapdusicos incluye tanto huevos con aspecto saludable como huevos
deteriorados y eclosionados, y que todos los huevos diapdusicos son viables
en el momento en que son producidos, aunque posteriormente alcancen

diferentes destinos.
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Las ecuaciones anteriores pueden simplificarse en gran medida si se
supone que las tasas de pérdida son iguales para las diferentes categorias
de huevos diapdusicos (py = pe = pp = p), dando lugar a las siguientes

expresiones:

E/V=¢e/p
D/V=d/p
B=P/p

El supuesto anterior es valido si las tasas de pérdida se deben a
procesos fisicos independientes del tipo o categoria de huevo (p.gj.,
enterramiento, fragmentacion mecdanica, etc.). La depredaciéon, que podria
ocurrir preferentemente sobre los huevos con aspecto saludable, no se
considera aqui como un mecanismo de pérdida sino como un proceso de
deterioro. Aungue el conocimiento actual sobre depredacion de formas de
resistencia es todavia escaso, se ha sugerido que los depredadores
potenciales de huevos diapdusicos (nematodos y tardigrados) no ingieren los
huevos sino que los perforan y succionan sus contenidos celulares (Marcus y
Boero, 1998). En consecuencia, cabe esperar que los huevos vacios por
depredacion permanezcan en el sedimento donde se pueden reconocer y

clasificar como huevos deteriorados.

Las ecuaciones del modelo, aunque sencillas, senalan un hecho
importante: la abundancia de las categorias de huevos consideradas se ve
afectada por varios procesos (véase, por ejemplo, la abundancia de los
huevos con aspecto saludable, V). En consecuencia, inferir la intfensidad de
un proceso es dificil cuando se estudia exclusivamente la abundancia de
una uUnica categoria de huevo diapdusico, como ha sido la norma general
en la mayoria de estudios previos sobre bancos de huevos diapdusicos en

organismos zooplanctdnicos.
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De manera similar, el modelo presentado pone de manifiesto que las
proporciones de los diferentes tipos de huevos diapdusicos en el sedimento
tampoco son buenos indicadores de los procesos que ocurren y afectan al
banco. De hecho, algunas razones entre tipos de huevos, como por ejemplo
la proporcion de huevos diapdusicos con aspecto saludable con respecto al
total de huevos diapdusicos del banco (V/B), tienen una determinacion
compleja [p.ej., V/B = p/(e + d + p)] y no permiten extraer conclusiones

faciimente.

Finalmente, hay que senalar que, dado que se han modelizado fres
variables y cuatro procesos, no se pueden estimar las tasas a las que ocurren
los procesos directamente a partir de las abundancias de los distintos fipos
de huevos diapdusicos. No obstante, si se pueden formular expectativas
sobre las intensidades relativas de los procesos en diferentes ambientes
mediante el estudio de los valores relativos de las densidades de los

diferentes tipos de huevos diapdusicos en dichos ambientes.

Caracteristicas del habitat, procesos asociados a la diapausa, y patrones de

las categorias de huevos diapdusicos

Las tasas de los procesos que se han presentado en el modelo deben ser el
resultado de la imposicion de las caracteristicas del hdbitat sobre los
organismos, y la respuesta evolutiva de éstos. Algunas de estas tasas serdn
maximizadas o minimizadas por seleccidon natural, mientras que ofras serdn
optimizadas. Aqui se propone una clasificacion comparativa de los hdbitats,
que relaciona las principales caracteristicas ambientales, las tasas de los
procesos que afectan a la dindmica del banco de huevos, y las
abundancias de las diferentes categorias de huevos diapdusicos

reconocidas (Figura 3.2).
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Calidad de la columna de agua
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Figura 3.2. Intensidad de los procesos (baja, media y alta; indicada por flechas de menor a
mayor grosor) que afectan a los bancos de huevos diapdusicos en relacién con las
caracteristicas del hdbitat (calidad de la columna de agua, predecibilidad de la columna
de agua, y adversidad del sedimento). P: tasa de produccion de huevos (tiempo-); e: tasa
de eclosion per capita; d: tasa de deterioro per capita. Las flechas discontinuas indican la
emergencia de hembras neonatas a partir de la eclosion de huevos diapdusicos. Notese
que cuando la adversidad del sedimento y la predecibilidad de la columna de agua fienen
efectos opuestos sobre la tasa de eclosidon se supone que impera la segunda (véase el
texto). Se incluye también la composicion esperada del banco de huevos (E/V, razén de
huevos eclosionados frente a huevos con aspecto saludable; D/V, razdn de huevos
deteriorados frente a huevos con aspecto saludable; B, abundancia de todos los tipos de
huevos (i.e., tamano del banco). Las figuras de los diferentes tipos de huevos diapdusicos

estdn inspiradas en el rotifero monogononte Brachionus plicatilis.

Muchas poblaciones zooplancténicas son temporales (poblaciones
efimeras, estacionales, y poblaciones que, en general, no pueden persistir en
la columna de agua durante todo el ciclo anual), aun cuando habitan

charcas, lagunas o lagos permanentes. Es por ello que la produccion de
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huevos diapdusicos debe estar fuertemente correlacionada con la eficacia
bioldgica de estas poblaciones. De otra forma, si no se producen huevos
diapdusicos, las poblaciones no serian capaces de sobrevivir. Cuando se
toma la produccién de huevos diapdusicos como una medida de eficacia
interanual, se desprecian las posibles diferencias que pueden darse en la
calidad de los huevos diapdusicos producidos debidas a cuestiones
genéticas o fisioldgicas (por ejemplo, diferencias en la supervivencia de los
huevos diapdusicos debido a diferencias en la disponibilidad de alimento en
el medio en el momento de su produccion). Como ya se ha avanzado, la
produccion a la que se refiere este andlisis es la produccidon neta, una vez
detraida la pérdida de huevos por exportacion (que, por otro lado,
contribuye a la eficacia biolégica) y pérdidas en la columna de agua por

depredacion.

Bajo estos supuestos simplificadores, en poblaciones temporales
como las estudiadas en esta tesis, la tasa de produccion de huevos
diapdusicos (P) deberia ser maximizada por seleccion natural (Serra et al.,
2005), y limitada por la calidad de la columna de agua, un concepto que
aglutina tanto factores bidticos como abidticos (p.ej., concentracion de
recursos alimenticios, competencia, densidades de depredadores, etc.).
Una calidad elevada permitird alcanzar altas densidades poblacionales en
la columna de agua durante periodos prolongados (entre dos periodos
adversos; recuérdese la temporalidad de las poblaciones), y ello determinard
una alta produccion de huevos diapdusicos. Asi pues, como se aprecia en la
figura 3.2, una alta produccién de huevos diapdusicos es indicativa de alta

calidad de la columna de agua.

La tasa de deterioro de los huevos diapdusicos en el sedimento (d)
debe, por el contrario, ser minimizada por seleccidon natural. Una alta
resistencia al deterioro podria estar comprometida por una alta produccidon
de huevos diapdusicos (menor produccion de huevos mds resistentes al

deterioro versus mayor produccion de huevos menos resistentes), si bien este
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aspecto no se ha considerado aqui. De esta forma, se presume que la tasa
de deterioro estd confrolada exclusivamente por las condiciones del
sedimento, que incluirian tanto factores bidticos (p.ej., depredacion no
‘ingestiva’ de huevos diapdusicos) como abidticos (p.ej., desecacion de la
laguna, temperaturas extremas, toxicidad, etc.). En ofras palabras, la tasa de

deterioro es el efecto demogrdfico de la adversidad del sedimento.

La tasa de eclosion (e) evoluciona bajo seleccidn optimizadora,
donde las caracteristicas del sedimento y de la columna de agua actian
como presiones de seleccion. Por una parte, los huevos diapdusicos
tenderdn a eclosionar cuando las condiciones en la columna de agua
‘parezcan’ favorables. Eclosionar es ventajoso porque el destino Ultimo de un
huevo diapdusico enterrado en el sedimento es el deterioro y la muerte. Asi,
deberia haber una tendencia hacia tasas de eclosion altas como parte de
una estrategia evolutiva para la explotacion de la parte productiva del
hdbitat (i.e., la columna de agua). Esta tendencia serd tanto mayor, cuanto
mayor sea la tasa de deterioro en el sedimento. No obstante, a pesar de los
costes asociados a la permanencia en el sedimento, las tasas de eclosion
pueden ser menores cuando el riesgo en la columna de agua es alto. Esto
puede ocurrir cuando las senales que anuncian el regreso de las buenas
condiciones ambientales no estdn perfectamente correlacionadas con
dichas condiciones, y entonces eclosionar es arriesgado porque algunos
anos pueden no ser buenos para el crecimiento de la poblacién y la
produccion de nuevos huevos diapdusicos (Cohen, 1970; Spencer et al.,
2001). En definitiva, se esperan tasas de eclosion bajas en hdbitats con alta
impredecibiidad de la columna de agua. La impredecibilidad hace
referencia a la varianza asociada a la estacion de crecimiento. Las tasas de
eclosion serdn mdas o menos altas segun que la probabilidad de producir
nuevos huevos diapdusicos en una nueva estacion de crecimiento exceda,
0 no, la probabilidad de un huevo diapdusico de sobrevivir enterrado en el

sedimento.
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Discusion

Si bien los patrones de abundancia en bancos de huevos diapdusicos de
organismos zooplancténicos se pueden interpretar, de manera efectiva,
mediante argumentos verbales o modelos conceptuales no formales (De
Stasio, 1989; Cdceres, 1998; Cdaceres y Hairston, 1998), el uso de modelos
matematicos formales puede aportar nuevas perspectivas al conocimiento
de los bancos de huevos diapdusicos. En este capitulo se presenta un
modelo simple que permite comparar diferentes hdbitats mediante las
abundancias de los huevos diapdusicos presentes en el sedimento. Este
modelo aclara las relaciones existentes entre los procesos que actuan sobre
los huevos diapdusicos (deterioro, eclosion, pérdida) y las abundancias
observables de determinados tipos de huevos diapdusicos. Ademdads, el
modelo hace explicitos algunos supuestos que son necesarios para poder

extraer las conclusiones.

El modelo matemdatico aqui presentado senala la dificultad que existe
para extraer conclusiones sobre los procesos que afectan a los bancos de
huevos diapdusicos si sélo se cuantifica la abundancia de los huevos
diapdusicos aparentemente sanos (huevos con aspecto saludable), lo que
tipicamente se ha denominado tamano del banco de huevos (en contraste
con la terminologia empleada aqui, donde ésta expresion significa niUmero
total de huevos diapdusicos independientemente de cudl sea su estado de
deterioro). Siendo conscientes de la dificultad arriba senalada, algunos
autores han medido directamente algunas de las tasas de la dindmica de los
bancos de huevos diapdusicos (bdsicamente las tasas de produccion y de
eclosién; De Stasio, 1989; Wolf y Carvalho, 1989; Caceres, 1998; Hairston et al.,
2000; Cdceres y Tessier, 2003). No obstante, la estima directa de las tasas
plantea dificultades técnicas, e incluso podria estar sesgada por el propio
método de medicion, debido a su cardcter manipulativo. El modelo que

aqui se plantea permite estimar la importancia relativa entre las tasas
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mediante la estima de las abundancias de distintas categorias de huevos

diapdusicos.

Todavia queda por determinar si estos fres tipos de huevos
diapdusicos pueden reconocerse de manera general para otros organismos
del zooplancton, con lo que el modelo ganaria en generalidad.
Actualmente se sabe que estas tres categorias de huevos pueden estimarse
en muestras de sedimento para poblaciones de rofiferos del género
Brachionus (Arndt, 1991; véase también el capitulo 2 de esta tesis) y
Hexarthra (E. M. Garcia-Roger, observacion personal). Ademds, en muchos
otros géneros de rofiferos (p.ej., Notholca, Filinia, Conochilus) los huevos
diapdusicos se abren también via un opérculo o a través de lineas de sutura
visibles (Gilbert, 1974), por lo que probablemente la identificacion de huevos
eclosionados sea posible. En lo referente a ofros grupos taxondmicos, se sabe
que la eclosidon de huevos diapdusicos en el copépodo Hesperodiaptomus
resulfa en dos valvas hemisféricas que han sido utilizadas para inferir la
presencia histérica y la eclosion de este copépodo en varios estudios
paleolimnologicos (Parker et al., 1996, Knapp ef al., 2001). Los huevos
diapdusicos de claddéceros del género Daphnia se abren por una zona pPoco
quitinosa del huevo que suele generar también dos mitades iguales tras la
eclosion (R. Ortells, comunicacién personal). Teniendo en cuenta el poco
esfuerzo invertido en la investigacidon en este campo, estas evidencias,
aunque escasas, son prometedoras. Por ofra parte, cabe destacar que el
modelo desarrollado aqui permite conocer cudles son las consecuencias de
no poder identificar y cuantificar los huevos eclosionados. Notese que si sélo
se disponen de los datos de abundancia para huevos con aspecto
saludable y huevos deteriorados, las predicciones acerca de los procesos
que afectan a la dindmica del banco de huevos diapdusicos serdn muy

pobres.

Los rasgos de la historia vital favorecidos por la seleccion natural

dependen de los hdbitats en los que se encuenfran los organismos
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estudiados. Son las caracteristicas del hdbitat las que acaban moldeando los
ciclos vitales tal y como los observamos. Asi, si se quieren establecer
relaciones entre las propiedades de los hdbitats y los rasgos de la historia
vital, es necesario recurrir a una clasificacion precisa de los hdbitats,
clasificacion que debe atender al punto de vista de los organismos
estudiados (Begon et al., 1995). El modelo que se presenta aqui permite
establecer una clasificacidon de los hdbitats basada en las propiedades
demogrdficas de las poblaciones de rotiferos. Esta clasificacidon hace énfasis
en la asociacion entre las fases activa y diapdusica de las poblaciones, vy
tiene en consideracion tanto las propiedades de la columna de agua como
las del sedimento. Ademdas, esta clasificacion de los hdbitats permite
comprobar predicciones sobre los patrones de diapausa en organismos del
zooplancton en el contexto general de la teoria de la evolucion de rasgos
de la historia vital. Estos se estudian tipicamente bajo un enfoque puramente
cualitativo, mediante la ordenacion de los valores del rasgo estudiado (p.egj.,
la asignacion reproductiva) cuando se comparan diferentes hdbitats (Begon
et al., 1995). La teoria r/K es un ejemplo clasico de este tipo de clasificacion
demogrdfica de los hdbitats (MacArthur y Wilson, 1967). Segun esta teoria, se
predice la asociacion de individuos (poblaciones o especies) con unas
determinadas caracteristicas de tamano, longevidad y fecundidad con tipos
de ambientes determinados (Pianka, 1970). Aqui se propone un enfoque
similar para estudiar los patrones de diapausa (i.e., producciéon y eclosion de
huevos diapdusicos). La pregunta que aqui se formula es: 3cémo varian los
patrones de diapausa de las poblaciones de rotiferos segun las

caracteristicas del ambiente en que habitan?

En el caso particular de esta tesis, los hdbitats donde se encuentran
las poblaciones de rotiferos estudiadas se han clasificado segin tres
propiedades - calidad de la columna de agua, predecibilidad de la
columna de agua y adversidad del sedimento — con efectos sobre los
principales procesos demogrdficos de los huevos diapdusicos — produccion,

deterioro y eclosion — relacionados con la eficacia bioldgica. La produccion
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de huevos diapdusicos y el deterioro de los mismos estdn directamente
relacionados con las caracteristicas del hdbitat (i.e., calidad de la columna
de agua y adversidad del sedimento, respectivamente). Sin embargo la tasa
de eclosion de huevos diapdusicos en el sedimento, al menos en el caso de
poblaciones temporales como las que en el contexto de esta tesis nos
ocupan, debe ser el resultado del balance (i.e., optimizaciéon) entre la
calidad del sedimento como refugio y la incertidumbre asociada a la
eclosion (Cohen, 1966; 1970).

La clasificacion demogrdfica de los hdbitats que aqui se presenta
permite establecer predicciones sobre los principales procesos que afectan
a los huevos diapdusicos cuando se estudian distintas poblaciones,
simplemente mediante la comparaciéon de las abundancias y de las razones
entre los distintos tipos de huevos diapdusicos enterrados en el sedimento. Asi
por ejemplo, se espera que los habitats de alta calidad de la columna de
agua (p.ej., ricos en niveles de recursos y que permiten, en general, altas
tasas de crecimiento poblacional) produzcan gran canfidad de huevos
diapdusicos. Las condiciones en el sedimento también pueden inferirse a
partir de la composicion del banco de huevos diapdusicos. Por ejemplo, se
espera encontrar valores altos de la razén entre huevos deteriorados frente a
huevos con aspecto saludable (D/V) en aquellos hdbitats donde la
adversidad del sedimento sea alta. Precisamente, en el andlisis de las
muestras de sedimento del conjunto de charcas someras y lagunas salobres
de la regidon oriental de la Peninsula Ibérica realizado en esta tesis (véase el
capitulo 2), se han encontrado porcentajes altos de huevos diapdusicos
deteriorados del rofifero B. plicatilis (85.7 = 8.7 %). Este hallazgo, en
concordancia con las predicciones tedricas, apunta al hecho ya senalado
en el capitulo 2 de que el sedimento no es, al menos en estos sistemas, un
refugio tan seguro como se pensaba previomente, y sugiere que la
adversidad del sedimento puede actuar como factor de presion selectiva

modelando los patrones de diapausa.
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El andlisis realizado muestra que la predecibilidad del hdbitat estd
relacionada con la razdén entre huevos diapdusicos eclosionados y huevos
con aspecto saludable (E/V). Si la predecibilidad de la columna de agua es
baja, como puede ser el caso de una charca efimera, se espera que la
razdn E/V sea también baja. Esto es, se espera que eclosionen muy pocos
huevos diapdusicos con respecto a los que quedan todavia viables
enterrados en el sedimento. Por el contrario, en un hdbitat predecible, aln
siendo temporal (p.ej., una charca estacional), cabria esperar que la razdn
E/V tome valores mayores debido a la expectativa de tasas de eclosion mds
altas (Cohen, 1966; Eliner et al., 1998). De acuerdo con el andlisis presentado,
la razdén E/V estd afectada también por las condiciones en el sedimento, que
reforzarian la tendencia de los huevos diapdusicos a escapar de sedimentos
adversos o, por el contrario, a permanecer alli refugiados si la adversidad del
sedimento es baja. No obstante, consideramos que la predecibilidad de la
columna de agua debe tener un efecto dominante en el patron de eclosion
de los huevos diapdusicos, si se compara con el factor adversidad del
sedimento. La razéon es que si, en promedio, la columna de agua es peor
hdabitat que el sedimento — donde la probabilidad de supervivencia de los
huevos diapdusicos es menor que 1 - entonces no es posible el

mantenimiento a largo plazo de una poblacion.

En estudios recientes se ha sugerido que las tasas de eclosidon de
huevos diapdusicos son mayores en lagos someros que en lagos profundos
(Gilbert y Schrdéder, 2004). EIl argumento es que las condiciones en los
sedimentos de lagos profundos inhiben la eclosiéon de los huevos diapdusicos
(p.ej., bajas temperaturas, anoxia, oscuridad). Si bien las condiciones del
sedimento en lagos profundos pueden imponer constricciones a la
optimizacion de las tasas de eclosion de los huevos diapdusicos (p.€j.,
debido a la ausencia de senales inductoras de la salida de diapausa, o
condiciones fisico-quimicas que bloguean el desarrollo de los embriones en
diapausa), la clasificacion que se ha presentado en este capitulo ofrece una

explicacion alternativa para las menores tasas de eclosion en lagos
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profundos en términos de gran produccioén de huevos diapdusicos y baja

adversidad del sedimento.

En la aplicacion préctica del modelo propuesto se presupone que
todos los huevos con aspecto saludable son viables. No obstante, podria
ocurrir que algunos huevos dejen de ser viables sin presentar signos externos
de deterioro. Ademds, existe evidencia de que los huevos diapdusicos
pierden la capacidad de responder a los estimulos de eclosion con la edad,
aun cuando algunos de ellos estadn aparentemente sanos (Cousyn y De
Meester, 1998). Esta ocasional falta de relacion entre aspecto y viabilidad
podria causar una sobreestima de las abundancias de huevos
efectivamente viables. En este caso, las razones D/V y E/V estimadas a partir
de las abundancias de huevos diapdusicos observadas en el banco
subestimarian las razones entre las tasas de los procesos d/p y e/p,
respectivamente. AUn en el caso de que este fipo de sesgo pudiera afectar
a los datos, la comparacion entre hdabitats, tal y como se muestra en la figura
3.2, seguird siendo Ufil si la correlacion entre huevos con aspecto saludable y

huevos efectivamente viables no es dependiente del hdbitat.

Una dificultad con implicaciones mds importantes en la interpretacion
de la dindmica del banco radica en la posibiidad de que las tasas de
sedimentaciéon, y en definitiva de pérdida de huevos, pudieran variar
significativamente entre hdbitats. Por ejemplo, si en dos hdbitats con
diferente tasa de sedimentacidn se exploran las mismas profundidades en el
sedimento, la tasa de pérdida, tal y como se indica en el modelo, seria
mayor en el hdbitat con mayor tasa de sedimentaciéon ya que los huevos
qguedarian mds rapidamente enterrados en capas profundas del sedimento.
Este hecho implica que la produccion real de huevos (indicador de la
calidad de la columna de agua) estaria relativamente subestimada por el
pardmetro B en el hdbitat con mayor tasa de sedimentacion. Ademds, las
tasas de deterioro (D/V) y eclosion (E/V) también subestimardn las razones

enfre las tasas de los procesos d/p y e/p, respectivamente. La complicacion
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radica en el hecho de que altas tasas de sedimentacidon van a seleccionar a
favor altas tasas de eclosion, de manera andloga a como ocurre cuando la
adversidad del sedimento es alta, ya que un huevo en capas profundas del
sedimento es prdcticamente equivalente a un huevo inviable. Esta
complicacion hace aconsejable restringir el andlisis a hdbitats con tasas de
sedimentacioén similares. De manera alternativa, si las tasas de sedimentacion
medidas en algunos de los hdbitats que se comparan son altas, o se tiene
una evidencia indirecta de este fendmeno (p.ej., cuando se encuentra una
alta densidad poblacional en la columna de agua pero valores bajos de
abundancia total de huevos en el sedimento), cabria esperar una subestima
de las tasas de produccioén, deterioro y eclosion de huevos diapdusicos. Asi,
la prediccion adecuada para este tipo de hdbitat seria que la calidad de la
columna de agua y la adversidad del sedimento son en realidad mayores
que las esperadas a partir de las abundancias y razones entre huevos

diapdusicos observadas.

Nuestro andlisis establece varios supuestos necesarios para la
interpretacion del modelo. No obstante, el hecho de hacer explicitos dichos
supuestos es una virtud del modelo ya que permite, como se ha demostrado
arriba, detectar de manera sencilla anomalias en las predicciones de las
tasas de los procesos que afectan al banco de huevos diapdusicos y que,
por tanto, afectarion a la clasificacion de los hdbitats aqui propuesta.
Finalmente, hay que resaltar que esta clasificacion puede ser utilizada para
comparar diferentes especies que habitan un mismo hdbitat. En este caso,
dado que todas las poblaciones comparten las mismas condiciones del
sedimento, se requieren muchos menos supuestos para la aplicacion del

modelo.

En resumen, en este capitulo se muestra cdmo, mediante el uso de la
teoria estdndar de la evolucidn de rasgos vitales, se pueden formular
expectativas de cardcter cualitativo para las propiedades de los bancos de

huevos diapdusicos en relacion con el tipo de hdbitat. A través del estudio
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de la abundancia de determinadas categorias de huevos se puede obtener
informacion relevante acerca de la dindmica de los bancos de huevos
diapdusicos. Finalmente, se concluye que la abundancia de los distintos tipos
de huevos diapdusicos, o sus restos, en el sedimento de charcas y lagunas es
el resultado de procesos que actuan como factores de seleccion sobre las
poblaciones de rotiferos y que operan tanto en la columna de agua como
en el sedimento, de manera que estos dos compartimentos quedan
intimamente ligados. Finalmente, el modelo matemdtico que aqui se ha
presentado pone de manifiesto como las abundancias y las razones entre los
distintos tipos de huevos diapdusicos encontradas en los sedimentos pueden
proporcionar informacion sobre la importancia relativa de dichas fuerzas

selectivas.
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4

Relaciones entre caracteristicas del habitat y
propiedades cuantitativas de los bancos de
huevos diapdusicos del complejo de especies

Brachionus plicatilis

Infroduccion

En el capitulo anterior se ha identificado una serie de variables — abundancia
de determinados tipos de huevos diapdusicos y razones entre ellos — que
aportan informacién relevante acerca de la dindmica de los bancos de
huevos diapdusicos en organismos del zooplancton. El andlisis realizado en
dicho capitulo indica qué valores de dichas variables, caracterizadoras del
banco de huevos, son esperables en relacion con las caracteristicas del
ambiente. Asi, se ha establecido una clasificacion de los hdbitats segun sus
efectos demogrdaficos sobre los bancos de huevos diapdusicos (p.ej., mayor

o menor mortalidad, tasas de eclosion mas o menos altas, efc.).

En este capitulo se frata de aplicar las ideas elaboradas en el
capitulo 3 a los datos de campo presentados en el capitulo 2. El objetivo que
aqui se persigue es caracterizar los hdbitats estudiados — conjunto de 15
charcas y lagunas de la regiéon oriental de la Peninsula lbérica — segin sus
efectos demogrdficos sobre la diapausa en las poblaciones de rotiferos del
complejo Brachionus plicatilis. Ademds, se investigan las relaciones que

puedan existir entre distintas propiedades del banco de huevos diapdusicos,
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y entre éstas y propiedades ambientales, para inferir qué procesos

ecolégicos afectan a la dindmica de los bancos de huevos diapdusicos.

Métodos

Caracterizacion demogrdfica de los bancos de huevos diapdusicos

Una caracteristica de los bancos de huevos diapdusicos formados por las
especies de rofiferos del complejo B. plicatilis es que en ellos es posible la
identificacion de huevos diapdusicos en distinto estado de conservacion, asi
como también de los huevos que eclosionaron en el pasado. Como ya se ha
indicado en los capitulos anteriores, los huevos diapdusicos pueden
clasificarse en tres categorias: (1) huevos con aspecto saludable, que se
considera que son viables (V, en el modelo presentado en el capitulo
anterior), (2) huevos eclosionados (E), y (3) huevos deteriorados (D). La
abundancia de estas fres categorias de huevos se ha cuantificado en cada
una de las 15 lagunas estudiadas (véase el capitulo 2) y por lo fanto es
posible calcular, de acuerdo con el modelo matemdtico del capitulo 3, una
serie de indices, que explican procesos y patrones de diapausa en relacion
con las condiciones del sedimento y de la columna de agua. Dichos indices

son:

(1) El tamano del banco de huevos diapdusicos (B), que se corresponde
con la suma de las tres categorias de huevos diapdusicos
consideradas (B = V + E + D) y es indicativo de la produccién de

huevos.
(2) La razén entre huevos eclosionados y huevos con aspecto saludable

(E/V), que indica la importancia de los procesos de eclosion de

huevos diapdusicos en el sedimento.
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(3) La razén entre huevos deteriorados y huevos con aspecto saludable
(D/V), como medida de la importancia de los procesos de deterioro

de los huevos diapdusicos en el sedimento.

En este capitulo se han utilizado las inversas de las razones propuestas
en el modelo dindmico del capitulo 3 (V/E y V/D, en lugar de E/V y D/V
respectivamente) debido a que en algunas de las lagunas estudiadas no se
encontraron huevos con aspecto saludable. En consecuencia, las dos
nuevas razones estudiadas (V/E y V/D) estardn, pues, inversa vy

respectivamente relacionadas con los procesos de eclosion y deterioro.

El cdlculo de las tres medidas arriba indicadas se restringid a los dos
primeros centimetros del sedimento de las lagunas estudiadas, donde se
supone que la composicion del banco de huevos diapdusicos describe

mejor los procesos que afectan a los huevos (véase el capitulo 3).

Caracterizacion del habitat

Para la caracterizaciéon de cada laguna se utilizaron las medidas realizadas
en el campo durante los meses de julio y agosto de 2001, asi como
observaciones anteriores realizadas por otros miembros del grupo de
investigaciéon de Ecologia Evolutiva (Institut Cavanilles de Biodiversitat i
Biologia Evolutiva, Universitat de Valencia) y bUsquedas documentales para
determinar la superficie, profundidad media, cardcter temporal, y salinidad
de los hdbitats estudiados. Todas estas caracteristicas, determinadas
independientemente de las propiedades cuantitativas de los bancos de
huevos diapdusicos que albergan, se han presentado en detalle en la tabla
2.1.
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Andlisis de los datos

Para la determinacion de los indices de los procesos que afectan a los
bancos de huevos diapdusicos estudiados se utilizaron los valores de
abundancia de los diferentes tipos de huevos reconocidos correspondientes
a los dos primeros centimetros del sedimento de manera consistente con las

especificaciones del modelo matemdatico presentado en el capitulo 3.

Como se ha indicado anteriormente, el tamano del banco de huevos
(B) se considera una medida de la produccion neta de huevos diapdusicos.
Esta variable se analizé igual que en el capitulo 2 — esto es, mediante un
modelo lineal generalizado basado en una distribucidon de Poisson — pero

restringido a los dos primeros centimetros de profundidad en el sedimento.

Las diferencias en las razones entre huevos con aspecto saludable y
huevos eclosionados (V/E), y huevos deteriorados (V/D) se analizaron
mediante sendos modelos lineales generalizados para datos binarios (i.e., la
variable respuesta es el nUmero de huevos con aspecto saludable versus el
nUmero de huevos eclosionados, o el nUmero de huevos con aspecto
saludable versus el nUmero de huevos deteriorados, segin la razdn que se
estudie). Para la implementacion de estos dos modelos se usdé una
distribucién binomial de los datos y se utilizd la funcién logit como vinculo.
Ambos modelos sirvieron para estudiar la variaciéon debida a (1) la
localizacion geogrdfica de las lagunas (lagunas del interior versus costeras),
(2) al régimen hidrico (i.e., distinta duracién del hidroperiodo) de las lagunas
estudiadas, y (3) la existencia de diferencias entre lagunas dentro de una
region geogrdfica y de un régimen hidrico. Todos los andlisis se realizaron
utilizando la funcién gim del software estadistico R 2.1.0 (R Development Core
Team 2005; Ihaka y Gentleman, 1996).

Por Ultimo, la relacion entre las propiedades de los bancos de huevos

diapdusicos (famano y composicion del banco) y las caracteristicas de las
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lagunas estudiadas se exploré mediante un Andlisis de Componentes
Principales (ACP) mediante el paquete estadistico SPSS v. 12.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Las variables utilizadas en el ACP pertenecen a dos
categorias: (1) caracteristicas del hdbitat (i.e., localizacion geogrdfica,
duracién del hidroperiodo vy la fransformacion logaritmica del dreq,
profundidad y salinidad de cada una de las lagunas estudiadas), y (2)
abundancias de las diferentes categorias de huevos diapdusicos estudiados
(i.e., los valores de V, E y D, todos transformados logaritmicamente). Notese
qgue no se han estudiado las razones V/E y V/D como variables del ACP
porgue no son independientes entre si (i.e., comparten el mismo numerador).
No obstante, es posible inferir la relacion de estas dos razones con los
factores obtenidos por el ACP a partir de las asociaciones positivas y
negativas entre las abundancias transformadas logaritmicamente de los
distinfos tipos de huevos diapdusicos. Por ejemplo, una componente
principal correlacionada positivamente con log(E) y negativamente con
log(V) localizaria en su extremo positivo casos con valores altos de log(E/V), y
por tanto de E/V. Consistentemente con el modelo presentado en el capitulo
anterior, este andlisis se restringid a los valores de abundancia de huevos

diapdusicos de los dos primeros centimetros del sedimento.

Resultados

El modelo lineal generalizado aplicado sobre el tamano del banco de
huevos (B) dio resultados similares a los ya presentados en el capitulo 2 para
los diez primeros centimetros del sedimento de manera que no se
presentardn aqui de forma detallada, si bien se discutirdn en la secciéon

correspondiente.

Por su parte, los modelos lineales generalizados aplicados sobre |a
razdn V/E - relacionada inversamente con las tasas de eclosion — y la razdn

V/D - relacionada inversamente con el deterioro — revelaron la existencia de
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diferencias significativas debidas a la localizaciéon geogrdfica de las lagunas
y al patréon de duraciéon del hidroperiodo, asi como también entre lagunas

con distinto hidroperiodo dentro de una regidén geogrdfica (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Andlisis estadistico mediante modelos lineales generalizados sobre V/E y V/D en

Razén V/Ea Razén V/Db
Fuente de variacion g.l. Desviacién p Desviacion p
Regién 1 207.29 <0.001 93.42 <0.001
Hidroperiodo 2 77.48 <0.001 69.36 <0.001
Regién x Hidroperiodo 1 1.16 0.28 0.49 0.48
Laguna (Regién x Hidroperiodo) 10 202.01 <0.001 156.54 < 0.001

los dos primeros centimetros del sedimento de las lagunas estudiadas.

aModelo: binomial, funcién vinculo: logit, % Desviacion: 81.4

b Modelo: binomial, funcién vinculo: logit, % Desviacion: 81.9

Las lagunas  costeras  mostraron en  promedio  valores
significativamente mds altos de V/E que las lagunas del interior (costeras: 7.38
+ 3.89; interior: 4.44 + 1.96). No obstante, existe una fuerte variacion dentro de
cada categoria, y la laguna con el segundo valor mdas alto fue una laguna
del interior (Tirez; véase la figura 4.1). En lo que se refiere a los efectos debidos
a la duracion del hidroperiodo, se encontrd que las lagunas caracterizadas
por hidroperiodos de duraciéon intermedia exhibieron los valores mds altos de
V/E tanto en la costa como en el interior (16.36 £ 6.32). La exploracion visual
de los datos revela que este resultado estd fuertemente asociado a dos
lagunas en particular: Poza Sur y Tirez, localizadas, respectivamente, en la
costa y el interior, y que presentan los indices de eclosion mds bajos de todo
el estudio (Figura 4.1). El valor V/E en las charcas y lagunas con hidroperiodos
de corta y larga duracion tomd valores menores (hidroperiodo de corta
duracion: 2.69 + 2.22; hidroperiodo de larga duracion: 1.69 £ 0.41), indicando,

de manera consistente, mayores tasas de eclosion.
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Figura 4.1. Valores V/E (huevos diapdusicos con aspecto saludable versus huevos
eclosionados) en los dos primeros centimetros de profundidad del sedimento de las lagunas
estudiadas. Los valores presentados son los valores medios de tres puntos de muestreo por
laguna mds el error tipico. Se han incluido las lagunas donde la razén V/E es cero: HON y
HOS (lagunas costeras con hidroperiodo largo), y BDS (laguna de interior con hidroperiodo

corto). Para los acrénimos de las lagunas, véase la figura 2.1.

El modelo lineal generalizado aplicado sobre la razén entre huevos
diapdusicos con aspecto saludable y huevos deteriorados (V/D) mostrd la
existencia de efectos significativos debidos a la localizaciéon geogrdfica, la
duracioén del hidroperiodo, y a las propias lagunas (Tabla 4.1; Figura 4.2). Los
valores V/D fueron mayores en las lagunas costeras (0.17 £ 0.07) que en las
del inferior (0.08 % 0.02), independientemente de Ila duracion del
hidroperiodo. Notese sin embargo que el rango de variacion de esta variable
para el conjunto de lagunas costeras solapa con el de las lagunas del interior
(Figura 4.2). Por otra parte, tanto en las lagunas costeras como en las del

interior, V/D fue mucho mayor en las lagunas caracterizadas por
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hidroperiodos de duracién intermedia (0.24 + 0.09), que en las de
hidroperiodo corto y largo (hidroperiodo de corta duracion: 0.04 £ 0.04;
hidroperiodo de larga duracion: 0.08 £ 0.02). De nuevo, este efecto estd
asociado a una laguna en concreto que presenta la menor tasa de

deterioro de todo el estudio (Poza Sur).
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Figura 4.2. Valores V/D (huevos diapdusicos con aspecto saludable versus huevos
eclosionados) en los dos primeros centimetros de profundidad del sedimento de las lagunas
estudiadas. Los valores presentados son los valores medios de tres puntos de muestreo por
laguna mds el error tipico. Se han incluido las lagunas donde la razén V/D es cero: HON
(laguna costera con hidroperiodo largo) y BDS (laguna de interior con hidroperiodo corto).

Para los acronimos de las lagunas, véase la figura 2.1.

El andlisis de componentes principales (ACP) llevado a cabo para
explorar las relaciones entre las propiedades de los bancos de huevos

diapdusicos y las condiciones de los hdbitats estudiados, extrajo dos factores
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principales que conjuntamente explicaron el 63.6 % de la varianza total
(Figura 4.3).
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Figura 4.3. Localizacién de las lagunas estudiadas en el espacio definido por los dos factores
del Andlisis de Componentes Principales. Los porcentajes sobre los ejes indican la varianza
explicada por cada factor. Sobre los extremos positivos de los ejes, se indican las variables

primitivas del andlisis que se correlacionan con cada factor (véase el texto).

El primer eje explica el 43.3 % de la varianza y se correlaciona
positivamente con las log-abundancias de los huevos diapdusicos
transformadas (i.e., las densidades de los diferentes fipos de huevos
diapdausicos; riogv) = 0.660, rioge) = 0.658, rogp) = 0.821). Este eje también
muestra una correlacion positiva importante con las variables resultantes de
la transformacion logaritmica de la salinidad y el drea de las lagunas
estudiadas (nog(salinidad) = 0.762, fog(area) = 0.616). Ademads, este primer eje se
relaciona positivamente con las lagunas del interior (focalizacion = 0.684), vy

negativamente con la duraciéon del hidroperiodo (ridroperiodo = -0.568). Sélo la
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correlacion de este eje con la transformacion logaritmica de la profundidad

resultd menor de 0.5.

El segundo eje, que explica el 20.3 % de la varianza ftfotal, se
correlaciona positivamente con las abundancias de huevos eclosionados
(nogey = 0.639) y huevos deteriorados (nogp) = 0.508), mientras que su
correlaciéon es débil con la abundancia de huevos con aspecto saludable
(nog(v) = 0.271). La profundidad es la Unica de las variables del habitat que se
correlaciona con este eje (Nogiprofundidad) = 0.681). El resto de variables

presentaron valores de correlacion inferiores a 0.5.

Discusion

En este capitulo se han aplicado por primera vez indices del banco de
huevos diapdusicos, relacionados con procesos dindmicos que operan en
ese banco (capitulo 3), a las abundancias de los distintos tipos de huevos
diapdusicos observadas en los bancos del complejo de especies del rofifero
B. plicatilis (capitulo 2). Ello ha permitido demostrar la existencia de una
extensa variacion en las tasas de produccién, eclosion y deterioro de los
huevos diapdusicos en un conjunto de lagunas dentro de una misma drea
biogeogrdfica. Se han obtenido indicios de que esta variacion estd ademds

relacionada con caracteristicas especificas de los hdbitats.

Como ya se ha comentado en el capitulo 3, la abundancia del total
de huevos diapdusicos (B) refleja, mds que la abundancia de cualquier tipo
de huevo (p.ej., huevos con aspecto saludable), la capacidad de las
poblaciones activas de roftiferos para producir huevos diapdusicos en un
determinado hdbitat y es un indicador de la calidad de la columna de
agua. Ademds, se espera que esta medida de produccion fienda a ser
maximizada por seleccion natural dado que se trata de la medida de

eficacia a largo plazo (interanual) de dichas poblaciones (Serra et al., 2003;
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2005). Dicho de otra forma: la consecuencia de la mejor o peor adaptacion
de las poblaciones de rofiferos a las condiciones en la columna de agua
serd, respectivamente, una mayor o menor produccidon de huevos

diapdusicos.

Nuestro andlisis de la abundancia de huevos diapdusicos totales en
los dos centimetros superiores de sedimento aporta conclusiones
cualitativamente similares a las ya obtenidas mediante el estudio de los diez
centimetros superiores (capitulo 2), una similitud metodolégicamente
interesante. Asi pues, las poblaciones estudiadas difieren en la produccion
de huevos diapdusicos, siendo ésta mayor en las lagunas del interior que en
las costeras. Como ya se ha sugerido en el capitulo 2, las condiciones que se
dan en las lagunas de interior (i.e., alta productividad y baja competencia y
depredacion) podrian explicar una alta produccion de huevos diapdusicos
en comparacion con las lagunas costeras. La asociacion encontrada por el
andlisis de componentes principales entre la produccion de huevos vy la
salinidad, un factor ambiental que toma los valores mas altos en las lagunas
del interior, son consistentes con la adaptacion del complejo B. plicatilis a
condiciones salinas (Epp y Winston, 1977; Miracle y Serra, 1989; Lowe et al.,
2005), aunque la salinidad podria estar actuando como predictor de
diferencias generales de la calidad del hdbitat cuando se comparan

lagunas costeras y del interior.

Los resultados obtenidos muestran que la produccidon de huevos
diapdusicos estd relacionada con la duracion del hidroperiodo. Las dos
aproximaciones estadisticas empleadas — modelo lineal generalizado y
andlisis de componentes principales — indican que la produccidon de huevos
diapdusicos es mayor en poblaciones que habitan lagunas con
hidroperiodos cortos. Una explicacion hipotética para este resultado podria
ser que la presidon de seleccion sobre la tasa de produccidon de huevos
diapdusicos sea mayor cuando menor es el hidroperiodo, ya que la

produccion de huevos seria critica en este caso. Alternativamente, es posible
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que las especies del complejo B. plicatilis expandan sus nichos en las lagunas
con hidroperiodos cortos en ausencia de especies competidoras en el
hdbitat, lo que se traduciria en una distribucion temporal paraddjicamente
mdas amplia, con densidades altas y con mayor produccidon de huevos
diapdusicos. La explicacion definitiva depende de datos no disponibles en

este momento.

También se ha encontrado una asociacion positiva de la produccion
con el darea de las lagunas. Esta asociacion es dificil de explicar, pero podria
estar relacionada con una mayor tasa de evaporacion del agua de la
laguna y una mayor salinidad, una condicion que ya se ha discutido y que
favorece a las especies del complejo B. plicatilis. Se da la circunstancia de
gue en el conjunto de lagunas estudiadas, las mds extensas no son las mas

profundas; si acaso, ocurre lo contrario.

En relacion con las tasas de eclosion, indicadas por la inversa de V/E,
se ha detectado un efecto significativo de la localizacion geogrdfica vy la
duracion del hidroperiodo. Es muy posible que este efecto sea debido a
lagunas concretas con tasas de eclosidon excepcionalmente baijas, si bien es
destacable la homogeneidad de las altas tasas de eclosidon estimadas para
las lagunas de interior con hidroperiodos largos. No obstante, las
regularidades sobre las tasas de eclosion mds llamativas son las que
aparecen en relacion con las tasas de deterioro, como se discutird mds

adelanfte.

Ya se ha indicado anteriormente, que el deterioro de los huevos en el
sedimento es muy importante en las lagunas estudiadas (p.egj., la fracciéon de
huevos deteriorados oscila entre el 74.6 y el 98.5 %; véase el capitulo 2).
Nuestro andlisis ha mostrado que las tasas de deterioro, estimadas
inversamente por los valores de V/D, son significativamente mayores en Ias
lagunas del interior que en las costeras, lo que implica que los sedimentos de

las lagunas del interior son, en general, mds adversos para la conservacion
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de huevos diapdusicos que los de las lagunas costeras. No obstante, a pesar
de la tendencia observada, no puede descartarse que este hallazgo sea
debido al valor extraordinariamente bajo de la tasa de deterioro encontrada
en una laguna costera en concreto (Poza Sur). Ofra relacion, aunque por el
momento dificil de explicar, es que las lagunas con hidroperiodos de
duracion intermedia presentan las tasas de deterioro mds bajas. En cualquier
caso, la variabilidad e importancia del deterioro que se ha encontrado debe
implicar que el banco de huevos diapdusicos estd sometido a un factor de

seleccion por dicho deterioro, y que ese factor varia entre lagunas.

Un resultfado muy interesante es la asociacion detectada por el
segundo factor del andlisis de componentes principales — que explica el 20.3
% de la varianza - entre las densidades de huevos deteriorados y
eclosionados, sin que esa asociacion se vea acompanada de la de huevos
con aspecto saludable. La asociacion observada indica, pues, situaciones
en las que hay un exceso de deterioro y de eclosidon con respecto a lo que
seria esperable por las densidades de huevos con aspecto saludable, 1o que
también es apuntado por la similaridad de los patrones de las tasas de
eclosion y las tasas de deterioro en relacion con el hidroperiodo (i.e., las tasas
menores de eclosion y deterioro se encuentran en las lagunas con
hidroperiodo de duracion intermedia). Para explicar esta asociacion entre
deterioro y eclosidon hay que recordar lo postulado en el capitulo 3. Aunque
las tasas Optimas de eclosion dependerdn en parte de las condiciones de
predecibilidad de la columna de agua, nuestros resultados son consistentes
con la idea de que una mayor tasa de eclosidon es dptima en sedimentos
con una mayor tasa de deterioro, y apoyan la hipdtesis de la importante
implicacion de la adversidad del sedimento en la dindmica de los huevos del
sedimento, implicacidén que no habia sido tenida en cuenta en los estudios

anteriores sobre bancos de huevos diapdusicos.
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Patrones de deterioro en bancos de huevos
diapdusicos de rotiferos del complejo

Brachionus plicatilis: efecto sobre la viabilidad

Infroduccion

Los huevos diapdusicos de rotiferos se conocen también con el nombre de
huevos de resistencia, ya que son capaces de resistir condiciones muy
adversas, en ocasiones extremas (p.ej., desecacion, exiremos de salinidad vy
temperatura, anoxia, etc.; Gilbert, 1974; Pourriot y Snell, 1983; Bailey ef al.,
2004). Como es logico, esta resistencia a la adversidad tiene un limite, y con

el tiempo los huevos diapdusicos acaban deteriordndose.

En el capitulo 2 de esta tesis se ha puesto de manifiesto que, al menos
en el sistema estudiado, la tasa con la que se deterioran los huevos
diapdusicos en el sedimento es elevada. De hecho, la fraccidn de huevos
deteriorados alcanza hasta un 90 % del total de huevos diapdusicos
depositados en el sedimento. El criterio de clasificacidbn de un huevo
diapdusico como viable o inviable se basa, como se ha detallado en
capitulos previos, en la apariencia del huevo, y el uso de este criterio es una
practica comun en los estudios de bancos de huevos diapdusicos de
organismos zooplancténicos (Marcus, 1990; Hairston et al., 1995; Cdceres,
1998; Keller y Spaak, 2004). De manera similar, en esta tesis se han
considerado los huevos diapdusicos con aspecto saludable como viables

(véanse los capitulos 2, 3y 4). Sin embargo, esta prdctica plantea la cuestion
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de hasta qué punto la viabilidad del banco de huevos diapdusicos estd bien
representada por los huevos aparentemente sanos. Ademds, también es
posible que algunos huevos catalogados iniciaimente como deteriorados
sean todavia viables. Asi, surgen cuestiones adicionales tales como 3hasta
qué punto los indicios visuales de deterioro predicen la viabilidad?2 O, 3a
partir de qué grado de deterioro un huevo deja de ser viable?2 Para poder
responder a todas estas cuestiones es necesario un estudio detallado del
grado de deterioro, con una caracterizacion precisa de las categorias que
puedan distinguirse visualmente, para luego analizar la viabilidad de los
diferentes tipos de huevos diapdusicos presentes en el banco de huevos en

relacion con su grado de deterioro.

Los objetivos de este capitulo son: (1) describir detalladamente los
patrones de deterioro de los huevos diapdusicos de rotiferos del complejo
Brachionus plicatilis aislados de los sedimentos de las charcas y lagunas que
han sido estudiados en los capitulos anteriores, y (2) estimar la viabilidad
asociada a los diferentes estados de deterioro, en relacion con la
profundidad (i.e., edad) del sedimento. La hipdtesis de partida es que el
aspecto de los huevos diapdusicos puede ser un buen predictor de su
viabilidad. El interés del estudio se ha centrado particularmente en el éxito
de eclosidon de los huevos diapdusicos con aspecto saludable ya que es
importante para evaluar el supuesto generalmente aceptado de que las
densidades de huevos de aspecto saludable indican densidades de huevos
viables (véanse los capitulos 2, 3 y 4), asi como para poder estimar los
tamanos efectivos minimos de los bancos y su potencial para el
reclutamiento de individuos para la poblacion activa cuando las

condiciones ambientales favorables se restablecen.

Material y métodos

Muestreo del sedimento
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Este estudio se realizd a partir de las mismas secciones de cores de sedimento
utilizadas en el capitulo 2 (para la metodologia de la toma de muestras,
véase pues ese capitulo). Como dichas secciones se conservaron (en las
condiciones descritas en el capitulo 2) por un tiempo minimo de 2 meses, se
garantiza la superacion del periodo de diapausa obligada en aquellos
huevos diapdusicos que pudieran haber sido producidos recientemente en
el momento en que se tomaron los cores (Hagiwara e Hino, 1989). Se
considera que de esta forma ninguno de los huevos diapdusicos viables
utilizados en los experimentos tiene bloqueada la eclosidon por mecanismos
internos (Grice y Marcus, 1981; Schwartz y Hebert, 1987; Hagiwara et al., 1989;
Bailey et al., 2003; 2004).

Extraccion de huevos diapdusicos del sedimento

Para aislar los huevos diapdusicos se siguid el procedimiento de extraccion
por flotacion en sacarosa descrito por Onbé (1978), tal y como se detalla
mas abajo. Con pequenas variaciones, esta técnica ha sido utilizada con
éxito para la extraccioén y aislamiento de formas de resistencia de multitud de
organismos zooplancténicos (Snell et al., 1983; Marcus, 1989; Katajisto, 1996;
Ncess, 1996; Gomez y Carvalho, 2000; Ortells et al., 2000; Vandekerkhove et
al., 2004; 2005). Las especies de rotiferos del complejo B. plicatilis habitan
ambientes caracterizados por un alto potencial osmodtico (i.e., alta
concentracién de sales disueltas en el agua), por lo que cabe esperar que su
viabilidad no se vea afectada por la técnica de aislamiento por flotacidén en

sacdarosa.

Para el aislamiento de los huevos, se tomaron 10 g de sedimento (en
peso humedo) de la zona central de cada seccidon de 2 cm para evitar el
riesgo de contaminacion de huevos diapdusicos provenientes de capas
superiores. Esta canfidad de sedimento se resuspendid en un pequeno

volumen de solucion de sacarosa 1.75 M y se homogeneizd con ayuda de
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una espdtula. El sedimento resuspendido se depositd en tubos de centrifuga
gue se rellenaron con la misma solucidn de sacarosa hasta un volumen final
de 45 mL. Posteriormente, los tubos que contenian la mezcla de sedimento y
sacarosa se centrifugaron a 12.6 G durante 5 minutos. Tras el centrifugado, el
material de baja densidad que permanece en suspension se decanto vy filtrd
a través de una malla de Nytal con didmetro de poro de 30 um. Con este
procedimiento se eliminaron los componentes mds finos del sedimento. El
material retenido en el filtro, entre el que se encontraban los huevos
diapdusicos de rofiferos, se lavd con agua abundante para eliminar restos de
sacarosa y se transfirid a una placa de recuento de zooplancton donde se
procedié a la identificacion y aislamiento de los huevos pertenecientes a las
especies del complejo B. plicatilis cualquiera que fuera su estado de
conservacion. De manera andloga al estudio de la abundancia de huevos
diapdusicos (véase el capitulo 2), cuando las muestras de sedimento
contenian grandes cantidades de material de gran tamano (p.egj., restos de
insectos, hojas, bulbos y raices de macroéfitos, semillas, etc.), se realizd un pre-
filtrado a fravés de una malla con didmetro de poro de 200 um para eliminar
dicho material. El material retenido por esta malla se revisdé con lupa
binocular a 6 aumentos y en ningun caso se enconfraron huevos

diapdusicos.

El método de aislamiento de huevos diapdusicos mediante flotacion
en sacarosa no es eficiente al 100 %. Son necesarias varias extracciones
sobre la misma muestra (2-4 veces) para reducir a cero el nUmero de huevos
diapdusicos aislados. No es, por tanto, un método adecuado para la
cuantificacion de la abundancia de huevos diapdusicos. Sin embargo, si se
compara con el método de exploracion exhaustiva del sedimento (véase el
capitulo 2), la extracciéon por flotacidn en sacarosa permite procesar
cantidades mayores de sedimento con menor esfuerzo, y aislar por tanto un
mayor nuUmero de huevos diapdusicos. Ademds, las muestras procesadas por
este método son mucho mas limpias con lo que se facilita el aislamiento de

los huevos diapdusicos.
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Caracterizacion de los huevos diapdusicos

Cada huevo diapdusico aislado se caracterizd segun tres propiedades que a

priori, pero razonadamente, se presumid debian estar relacionadas con su

deterioro:

(1)

(2)

La integridad de las cubiertas del embrién, ya que se considera que
las dos capas que recubren al embridon en el huevo diapdusico tienen
funcion protectora y de aislamiento frente a condiciones adversas
como el estrés ambiental o el dano mecdnico durante la diapausa

(Figura 5.1).

El tamano del embrién, relativo al maximo volumen que éste puede
ocupar. Este volumen mdximo es el espacio delimitado por la capa
inferna S2 segun la nomenclatura de Wurdak et al. (1978; véase la
figura 5.1). Cabe esperar que el tamano del embrion se reduzca por
deterioro y/o consumo parcial de sus reservas. El tamano relativo del
embridon se estimd una vez los huevos diapdusicos se rehidrataron en
medio de 6 g L'! de salinidad (Instant Ocean®, Aquarium Systems). En
base al grado de reduccién del tamano del embridn se establecieron

cinco categorias.

El color del embridn, que tipicamente se observa mds claro y brillante
en los huevos diapdusicos recién producidos en cultivos de
laboratorio (observacion personal). Asi, el oscurecimiento y la pérdida
de brilo se consideran signos externos del envejecimiento y del
deterioro de los huevos diapdusicos. En cuanto al color del embridn,

se reconocieron tres colores diferentes: naranja, marrén y gris.

Como se verd en la seccidn de Resultados, estos criterios combinados

permitieron distinguir 15 categorias de huevos diapdusicos, mds tres
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categorias adicionales que pueden denominarse ‘restos’, entfre ellas la

categoria de huevos eclosionados (capitulo 2).

Figura 5.1. Estructura bdsica de un huevo diapdusico de B. plicatilis. $1: Doble capa externa.
$2: Capa interna sencilla que envuelve al embrion. E.M.: Embrién multinuclear. E.E.: Espacio

extraembrionario. Terminologia a partir de Wurdak et al. (1978).

Ensayos de eclosion

Sélo aquellos huevos diapdusicos que presentaron (1) las cubiertas
protectoras intactas y (2) evidencia de contenido embrionario, fueron
sometidos a ensayos de eclosion para determinar su viabilidad. Estos huevos
incluyen los huevos con aspecto saludable, segun la terminologia usada en
capitulos anteriores, pero también huevos con mayor grado de deterioro
gue todavia conservan parte del contenido embrionario y que, por tanto,
forman parte de la categoria de huevos deteriorados también segun la

terminologia usada en capitulos anteriores.

Cada huevo se aisld individualmente en placas multipocillo (Nunc™)

gue contenian 200 uL de medio 6 g L' de salinidad, y fue incubado a 25° C
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de temperatura en condiciones de iluminacidn constante (150-170 pmol
quanta m-2 s1). Estas condiciones se mantuvieron durante 14 dias. En estudios
previos se ha demostrado que la salinidad experimental seleccionada es
adecuada para la inducciéon de la eclosion de los huevos diapdusicos del

complejo B. plicatilis (Gomez et al., 2002; Ortells, 2002).

Al cabo de los 14 dias de incubaciéon todavia se observaron algunos
huevos sin indicios de degradacion durante los ensayos pero que no habian
eclosionado. Estos huevos se transfiieron a medio de 2 g L'! de salinidad y se
incubaron durante 7 dias mds, manteniendo inalteradas las condiciones
restantes. Durante el periodo total de 21 dias de incubacion, los cultivos se
revisaron a intervalos de 12 horas para la deteccidén de las eclosiones y de la
aparicion de hembras neonatas. El medio se renové cada dos dias para
prevenir el crecimiento de hongos y bacterias sobre la superficie de los
huevos que podria afectar a la eclosion de los mismos (Balompapueng et al.,
1997).

Asignacion de las hembras obtenidas de la eclosion de huevos diapdusicos a

las especies del complejo B. plicatilis

Tras la eclosion, las hembras neonatas se transfiieron a nuevo medio de
cultivo de 6 g LT de salinidad con la microalga Tefraselmis suecica, y se
dejaron proliferar partenogenéticamente bajo las mismas condiciones de
iluminaciéon y temperatura utilizadas en los ensayos de eclosion hasta que fue
posible observar descendientes al microscopio y asignar el clon a un
determinado morfotipo del complejo de especies B. plicatilis. Dado que en el
complejo B. plicatilis no es posible la asignacion especifica basdndose
exclusivamente en la morfologia, para estimar la proporcion de eclosiones
pertenecientes a las diferentes especies del complejo dentro de cada
morfotipo se utilizaron los datos disponibles de otros trabajos realizados en el

mismo conjunto de lagunas aqui estudiadas. Estos datos estdn basados en
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estudios aloenzimdticos (Ortells, 2002) y estudios con técnicas moleculares
basadas en DNA (andlisis de restriccion del gen COI; S. Campillo,
comunicacion personal) realizados en huevos diapdusicos aislados de los

sedimentos de las lagunas aqui estudiadas.

Andlisis de los datos

La existencia de una asociacion entre la profundidad en el sedimento vy la
frecuencia de los tipos de huevos establecidos segun el tamano del embridn
se evalud estadisticamente mediante una Prueba Exacta de Fisher de
independencia para una tabla de contingencia de F filas x C columnas (i.e.,
F tipos de huevos diapdusicos x C profundidades). El cdlculo intensivo
necesario para este andlisis se realizd mediante el paquete estadistico R 2.1.0

(R Development Core Team 2005; Ihaka y Gentleman, 1996).

Para determinar si el tiempo de incubacidon necesario para la eclosion
es dependiente del tipo de huevo diapdusico se realizd una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, ya que los datos para el andlisis no cumplen
los supuestos de normalidad y homocedasticidad para la prueba
paramétrica ANOVA de un factor (Ruiz-Maya, 1986). Para este andlisis sélo se
utilizaron los datos de aquellos tipos de huevo diapdusico para los que se
habian obtenido mds de 50 eclosiones. De acuerdo con este criterio, el
andlisis se restringié al subconjunto de huevos diapdusicos con aspecto
saludable. Adicionalmente, se realizaron varias pruebas de Kruskal-Wallis
para evaluar la existencia de diferencias significativas en los tiempos de
eclosion de los huevos entre dreas geogrdficas (lagunas costeras versus
lagunas de interior), entre lagunas dentro de drea geogrdfica, y entre las
distintas profundidades del sedimento. Por confianza en los andlisis, sélo se
incluyeron aquellas lagunas con tamanos muestrales superiores a 20
eclosiones (8 lagunas). En el caso del andlisis de las diferencias en el tiempo

de eclosion con la profundidad, los datos fueron convenientemente
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agrupados para permitir la comparacion entre grupos con tamanos
muestrales de cierta confianza (0-2 cm, 2-4 cm y 4-10 cm de profundidad en

el sedimento).

El éxito en la eclosion en el subconjunto de huevos con aspecto
saludable se utilizd para estudiar la medida en que estos huevos representan
la viabilidad del banco. El éxito en la eclosidn de los huevos diapdusicos con
aspecto saludable se compard entre regiones (costa versus interior), asi
como enftre las diferentes lagunas estudiadas y las diferentes profundidades
en el sedimento. Para ello se aqjusté un modelo lineal generalizado con
errores binomiales (Nelder y Wedderburn, 1972). Todas las pruebas
estadisticas se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico R 2.1.0

citado anteriormente.

Resultados

Tipos de huevos diapdusicos y viabilidad

De acuerdo con los criterios de (1) integridad de las cubiertas protectoras, (2)
tamano del embridén, y (3) color del mismo, se cred un sistema de
clasificacion que incluyd 18 tipos bdsicos de huevos diapdusicos, cualquiera
que fuera su estado de conservacioén (Figura 5.2). La equivalencia entre las
tres categorias de huevos utilizadas en capitulos anteriores y la clasificacion
mostrada en la figura 5.2 es la siguiente: (1) huevos con aspecto saludable,
que se corresponden con los tipos | y I, con color marrdn o naranja, de la
nueva clasificaciéon, (2) huevos eclosionados, que siguen reconociéndose
como tales (huevos eclosionados), vy (3) huevos deteriorados que se

desglosan aqui en el resto de categorias presentadas.

Se aislé un total de 4321 huevos diapdusicos que cumplian los criterios

establecidos (i.e., integridad de las cubiertas y evidencia de contenido
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embrionario; véase la seccion de Material y métodos) para su uso en los
experimentos de viabilidad. El éxito de eclosion, como indicador de
viabilidad, de cada tipo de huevo diapdusico en estos experimentos se

presenta en la figura 5.2.

P s s Color .z <z
Categoria Descripcion embr. Fraccién eclosion (n)
I Doble capa externa (S1) y capa | Naranja 0.631 (339)
interna (S2) intactas. El embridn
multinuclear rellena Marrén 0.511 (407)
completamente el espacio
delimitado por la capa $2 Gris 0.029 (34)
El embrién multinuclear rellena Naranja 0.556 (99)
mas del 75%. perono Marrén 0201 (274)
completamente, el espacio
delimitado por la capa S2 Gris 0.000 (50)
Naranja 0.026 (114)

El embrién multinuclear rellena
entre 50-75% del espacio Marrén 0.007 (424)
delimitado por la capa $2

Gris 0.000 (57)

Naranja 0.000 (203)

El embrién multinuclear rellena
25-50% del espacio delimitado Marrén 0.000 (708)
por la capa S2

Gris 0.000 (107)

Naranja 0.000 (179)

El embridén multinuclear rellena
menos del 25% del espacio Marrén 0.000 (1178)
delimitado por la capa S2

Cris 0.000 (148)

No se observan danos en la doble capa externa S1. Se observa, al

Hu-evos menos, una de las siguientes caracteristicas: (1) Ausencia de capa S2.
danados - - .
(2) Ausencia de trazas del embrién multinuclear
Eclosionados Doble capa externa (S1) abierta por el opérculo
Rotos Doble capa externa (S1) muestra otro tipo de fractura o discontinuidad,

diferente de la apertura opercular

Figura 5.2. Clasificacién morfoldgica de los huevos diapdusicos del complejo B. plicatilis, y su
relacion con la fraccidon de eclosion. La terminologia asociada a los aspectos morfoldgicos

es la de Wurdak et al. (1978; véase también la figura 5.1).
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Atendiendo Unicamente al criterio de clasificacion del tfamano
relativo del embridon, se identificaron cinco (I-V) fipos bdsicos de huevos
diapdusicos (Figura 5.2). En conjunto, sélo una pequena fraccion (12.5 %) de
estos huevos eclosiond tras el periodo completo de incubacion. Sélo un
huevo eclosiond tras la transferencia de 6 a 2 g L' de salinidad. La mayoria
de eclosiones (78.5 %) se obtuvieron a partir de huevos diapdusicos del tipo I.
En el resto de categorias (Il a V), correspondientes a valores decrecientes del
tamano relativo del embridn, se encontraron también valores decrecientes
del éxito de eclosion. Las eclosiones obtenidas a partir de huevos del tipo |l
representaron un 20.4 % del total, y las provenientes de huevos del tipo lll sdlo

un 1.1 %. No se obtuvieron eclosiones a partir de huevos de los tipos IV y V.

En los tipos de huevos diapdusicos donde se observaron eclosiones
(i.e., tipos I-ll), aquellos cuyos embriones eran de color naranja mostraron
siempre fracciones de eclosion mds altas que los huevos en los que el
embrion era de color marrén y/o gris. Notese que tan sélo uno de 396 huevos

con embridn de color gris eclosiond durante el experimento.

Relacion entre el estado de deterioro de los huevos diapdusicos y la

profundidad

La distribucion vertical de las proporciones de los cinco (I-V) tipos principales
de huevos diapdusicos en los diez primeros centimetros del sedimento de las
charcas y lagunas estudiadas se muestra en la figura 5.3. Tan sdlo en una de
las lagunas estudiadas, Hondo Norte, no se encontré ningun huevo que
cumpliera los criterios establecidos para estudiar su viabilidad. Todos los
huevos que se encontraron en Hondo Norte estaban rotos o vacios. Salvo por
esta excepcidon, las lagunas costeras mostraron  consistentemente
proporciones mayores de los tipos de huevo diapdusico mejor conservados

que las del interior en prdcticamente todas las profundidades.
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Figura 5.3. Proporcidn de los distintos tipos de huevo diapdusico (I-V) del complejo B. plicatilis a diferente profundidad en el sedimento de cada
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En la mayor parte de las lagunas estudiadas, la proporcidon de los

huevos mejor conservados (tipos | y ll) disminuyd con la profundidad en el

sedimento. La Prueba Exacta de Fisher mostré que la proporcion de cada

tipo de huevo diapdusico depende de la profundidad en el sedimento

(Tabla 5.1) en 10 de las 15 lagunas estudiadas (las excepciones son

Almenara, Hondo Norte, Hondo Sur, Balsa de Santed y Salobrejo).

Tabla 5.1. Prueba Exacta de Fisher para la asociacién entre la profundidad del sedimento y

el tipo de huevo diapdusico en cada laguna estudiada. Se indican las clases de las dos

variables utilizadas en el andlisis; estas clases a veces resultan de agrupaciones realizadas

por requerimientos computacionales. El valor p indica la probabilidad de la independencia

entre tipos morfolégicos y la profundidad del sedimento.

Prueba
Exacta de
Clases Fisher
Rango de Tipos morfolégicos de

Laguna profundidades (cm) huevo diapdusico )
Almenara 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-10 (T+10), 1, 1v, v 0.324
Clot de Galvany 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-10 LIV, V 0.018*
Hondo Sur 0-2, 2-4, 4-6, 8-10 LAL LIV, V 0.159
Poza Nortea
Poza Sur 0-2, 2-4, 4-6 (1), 1L 1V, V 0.000**
Balsa de Santed 0-2, 2-4, 4-6 AL, IV, V 0.452
Camino de Villafranca 0-2, 2-4, 4-6, 6-10 (F+10), 1, (IV + V) 0.000**
Gallocanta 0-2, (2-6). (6-10) (1), 11 IV + V) 0.000**
Hoya Rasa 0-2, (2-6), (6-10) (L+ 1), 11, IV + V) 0.000**
Manjavacas 0-2,2-4 LAL LIV, V 0.000**
Pétrola 0-2, 2-4, 4-6, 6-8 (L+ 1), 11, (IV + V) 0.023*
Salada de Chiprana 0-2, 2-6, 6-10 (I+10), 1, (IV + V) 0.000**
Salobrejo 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-10 LA IV, V 0.220
Tirez 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-10 LIV, V 0.000**

a. No se realizdé ninguna prueba de independencia en Poza Norte porque el criterio de profundidad

generd una sola clase.

*  Significativo (p < 0.05) sin correccidn de Dunn-Siddk para pruebas multiples.

** Significativo (p < 0.05) con correccién de Dunn-Siddk para pruebas multiples (p’ < 0.004; Sokal y Rohlf,

1995).
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Exito en la eclosién de huevos diapdusicos con aspecto saludable

Un total de 1119 huevos diapdusicos con aspecto saludable, esto es
pertenecientes a los tipos | y Il con color marrdn o naranja, se aislaron de las
muestras de sedimento de 13 de las 15 lagunas estudiadas. No se
encontraron huevos con aspecto saludable en Hondo Norte ni en Balsa de
Santed, de manera que estas dos lagunas se excluyeron de andlisis
posteriores. El 47.5 % de estos huevos eclosiond fras su incubacion en las
condiciones experimentales. La supervivencia de las neonatas obtenidas fue
alta (el 99.4 % sobrevivid durante al menos 48 horas, tiempo suficiente para

alcanzar la madurez reproductiva en B. plicatilis; Temprano et al., 1994).

El éxito en la eclosion de estos huevos varié considerablemente entre
lagunas. El éxito promedio en las 13 lagunas estudiadas fue del 38.8 £ 7.3 %. El
maximo valor se obtuvo en Poza Norte, donde alcanzd un 72.7 %, mientras
que ninguno de los huevos aislados de los sedimentos de Gallocanta y Hoya
Rasa eclosiond. La aplicacion de un modelo lineal generalizado (Tabla 5.2)
mostro la existencia de diferencias significativas en el éxito de eclosion de los
huevos con aspecto saludable debidas a la localizacion geografica de las
lagunas, asi como también entre lagunas dentro de una misma region

geogrdfica.

Tabla 5.2. Andlisis estadistico mediante un modelo lineal generalizado ajustado a los datos

de eclosidon de huevos diapdusicos con aspecto saludable.

Fuente de variacion gl Desviacién p
Regién 1 55.86 <0.001
Profundidad 4 126.69 <0.001
Laguna (Region) 11 229.32 <0.001
Regidn x Profundidad 4 13.26 0.01
Laguna (Regidén) x Profundidad 20 93.24 <0.001

Modelo: binomial, funciéon vinculo: logit, % Desviacion: 74.5
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El éxito de eclosion promedio en las lagunas costeras fue del 49.9
12.8 %, mientras que en las del interior fue del 31.8 £ 7.8 %. Las diferencias en
el éxito de eclosion entre huevos con aspecto saludable de lagunas costeras
y del interior mostraron un patrén consistente y no son resultado del efecto
de determinadas lagunas. Dado que existen diferencias importantes en la
salinidad entre regiones geogrdficas y entre lagunas dentro de regiéon, se
explord si el éxito en la eclosion se relaciona con la salinidad de las lagunas.
El valor de correlacion (r de Pearson = 0.112, n = 13, p = 0.715) indicd que la

relacion no es significativa.

El andlisis estadistico también reveld un efecto significativo de la
profundidad del sedimento sobre el éxito en la eclosion de estos huevos
(Tabla 5.2). La figura 5.4 muestra como el éxito en la eclosion disminuye
conforme aumenta la profundidad del sedimento del que fueron aislados los

huevos.

Proporcion de eclosiones
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Figura 5.4. Proporcidon de eclosiones de huevos diapdusicos con aspecto saludable del
complejo B. plicatilis en funcién de la profundidad del sedimento. Los valores para cada
profundidad se obtuvieron tras agrupar para el conjunto total de lagunas estudiadas. Las
barras asimétricas corresponden a los intervalos de confianza al 95 % para datos binarios
(Rohlf y Sokal; 1995).
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El porcentaje de eclosion varié entre el 57.8 % en la capa mads
superficial del sedimento (0-2 cm) vy el 6 % en la capa de sedimento
estudiada mdas profunda (8-10 cm). La mayoria de las eclosiones (88.0 £ 6.4 %,
tras promediar para las 11 lagunas del estudio donde se encontraron
eclosiones a partir de huevos diapdusicos con aspecto saludable) se
obtuvieron a partir de huevos aislados de los dos primeros centimetros de

profundidad del sedimento de las lagunas estudiadas.

La figura 5.5 muestra la relacion existente entre el niUmero de huevos
diapdusicos con aspecto saludable y el nUmero de eclosiones obtenidas a
partir de ellos en los dos primeros centimetros del sedimento para cada una
de las lagunas estudiadas. Notese que sélo se estudiaron las 13 lagunas

donde se encontraron huevos con aspecto saludable.
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NUmero de huevos diapdusicos con aspecto saludable

Figura 5.5. Relacion entre el nUmero de huevos diapdusicos con aspecto saludable vy el
numero de eclosiones obtenidas a partir de ellos para los dos primeros centimetros del
sedimento de cada una de las lagunas estudiadas. La linea contfinua es la regresiéon
restringida para que pase por el origen (pendiente = 0.666, r de Pearson = 0.924). Las lineas

discontinuas indican los limites de confianza al 95 % del ajuste lineal.
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Aungue no todos los huevos con aspecto saludable fueron capaces
de eclosionar bajo nuestras condiciones experimentales, se encontré una
fuerte correlacion entre ambas variables (r de Pearson = 0.924, n = 13). Debe
observarse que estas dos variables no son medidas independientes (i.e.,
guardan una relacion de ‘parte-todo’). Por ofro lado, la correlaciéon entre el
nUmero de eclosiones y el nimero de huevos no eclosionados resultd no
significativa (r de Pearson = 0.229, n = 13, p = 0.453), lo que indica que la
fraccion de eclosion es independiente del nUmero de huevos con aspecto

saludable aislados.

Andlisis de la dindmica temporal de las eclosiones

El andlisis de la dindmica temporal de las eclosiones se llevo a cabo a varios
niveles. En primer lugar, se atendid a la localizacion geogrdfica de las
lagunas. A este respecto, no se encontraron diferencias significativas en el
momento de la eclosion entre huevos aislados de los sedimentos de lagunas
costeras y de lagunas del interior (Kruskal-Wallis: x2 = 0.178, g.l. = 1, p = 0.674).
Los tiempos promedio de eclosion para los huevos aislados de estos dos
grupos de lagunas fueron de 39.91 y 41.35 horas respectivamente. Por el
contrario, si se encontraron diferencias significativas en los tiempos de
eclosiéon cuando las lagunas se compararon individualmente (Kruskal-Wallis:
X2 =44.68,9.l.=7,p <<0.001).

La figura 5.6 muestra la dindmica de las eclosiones de huevos con
aspecto saludable aislados de diferentes capas del sedimento. La prueba de
Kruskal-Wallis reveld la existencia de diferencias significativas en los tiempos
de eclosion en relacion con la profundidad en el sedimento (Kruskal-Wallis: x2
=22.29,9.l.=2, p <<0.001).
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Figura 5.6. Dindmica de eclosidén de huevos diapdusicos del complejo B. plicatilis, aislados en
distinta profundidad en el sedimento. Los valores de huevos eclosionados (n) para cada
capa del sedimento se obfuvieron tras agrupar los datos para el conjunto total de lagunas

estudiadas.

El tiempo promedio necesario para la eclosion de los huevos con
aspecto saludable disminuyd conforme aumentd la profundidad en el
sedimento, desde 39.47 £ 1.16 horas en la capa de 0-2 cm de profundidad, a
49.85 + 4.82 horas para la capa de 2-4 cm de profundidad, y hasta 53.28 *
5.07 horas en la capa agrupada de 4-10 cm de profundidad (véase la

seccion de Material y métodos).

Por Ultimo, la figura 5.7 muestra las dindmicas de eclosidon dentro de la
categoria de huevos diapdusicos con aspecto saludable. Esto es, se
presenta la dindmica temporal de eclosiones obtenidas a partir de los
huevos de fipo | y ll, desglosados a su vez segun el color de sus embriones

(naranja o marrdn).
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Figura 5.7. Dindmica de eclosién de huevos diapdusicos de tipo | (A) y tipo Il (B) del complejo
B. plicatilis con distinta coloracién del embrién (naranja o marrén) durante las 96 primeras

horas de incubacion. Ts %: tiempo en el que ocurre el 50 % de las eclosiones.

Independientemente del color del embridn, los huevos diapdusicos
pertenecientes al tipo | necesitaron mds tiempo para alcanzar el 50 % del
total de eclosiones que los huevos diapdusicos del tipo Il. Obsérvese que a
las 96 horas de incubacion prdcticamente se ha alcanzado la saturacion en

todos los tipos de huevos analizados.

Los huevos pertenecientes al tipo Il mostraron un patrén de eclosion
sincronico, alcanzando la saturacidn a las 72 horas de incubacion, mientras
que los huevos diapdusicos del tipo |, tanto de color naranja como marrén,

presentaron eclosiones tardias hasta 228 y 216 horas, respectivamente,
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después del inicio de la incubacidén. Estas diferencias en el momento de la
eclosidon entre los tipos de huevos diapdusicos resultaron ser estadisticamente

significativas (Kruskal-Wallis: x2 = 38.65, g.l. =3, p << 0.001).

Abundancia de huevos viables del complejo B. plicatilis en el sedimento

Los resultados de los ensayos de eclosion en laboratorio se aplicaron
retrospectivamente a los valores de abundancia de huevos diapdusicos con
aspecto saludable en el campo (véase el capitulo 2) para estimar el
reservorio minimo de huevos diapdusicos viables de las diferentes especies
del complejo B. plicatilis en los dos primeros centimetros del sedimento de las
lagunas estudiadas (Tabla 5.3). Notese que para el cdiculo del reservorio de
huevos diapdusicos viables (i.e., eclosionables) en cada una de las lagunas
estudiadas se considero la superficie maxima de inundacion de cada una de

ellas (véase la tabla 2.1 del capitulo correspondiente).

La laguna del Camino de Villafranca presentd el valor mdaximo de
abundancia de huevos diapdusicos viables en la capa mds superficial del
sedimento (2.83 x 10" huevos viables). Este nUmero de huevos corresponde a
tres especies diferentes del complejo B. plicatilis, a saber: B. plicatilis s.s., B.
‘Manjavacas’ y B. ‘Tiscar'. La minima abundancia se encontré en Hondo Sur,
que albergd sélo 2.76 x 108 huevos con potencialidad para eclosionar
pertenecientes a cuatro de las especies del complejo: B. plicatilis s.s., B.
‘Manjavacas’, B. ibericus, y B. ‘Tiscar'. La mdxima abundancia de huevos
diapdusicos viables en el sedimento para una especie particular se encontrd
también en la laguna del Camino de Villafranca para B. ‘Manjavacas’ (1.86 x
10" huevos viables). Por su parte, la minima abundancia de huevos
diapdusicos viables para una especie en concreto del complejo de especies
B. plicatilis se encontrd en Clot de Galvany para B. ibericus (7.02 x 108 huevos

viables).
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Tabla 5.3. Abundancia de huevos diapdusicos viables de las especies del complejo B. plicatilis en los dos primeros centimetros del sedimento de

cada una de las lagunas estudiadas. Los nUmeros totales se calcularon utilizando el drea de inundacién de cada laguna vy las proporciones

especificas para las especies reconocidas del complejo B. plicatilis (véase el texto). Las especies del complejo se han agrupado por morfotipos.

Morfotipo L Morfotipo SM Morfotipo S$$
Laguna B. plicatilis B. Manjavacas Total B. ibericus B. ‘Almenara’ B. ‘Tiscar’ Total B. rotundiformis
CDG!' 4 2.30 x 108 0.00 2.30 x 108 7.02 x 10¢ 0.00 1.10 x 108 1.17 x 108 0.00
HON - - - - - - - -
HOS2 3 1.27 x 107 0.97 x 107 2.24 x 107 3.17 x 107 0.00 2.22 x 108 2.54 x 108 0.00
ALM?2 0.00 0.00 0.00 3.36 x 107 4,48 x 108 0.00 4.82x 108 0.00
TON2 3.90x 108 0.00 3.90x 108 1.40 x 108 0.00 0.00 1.40 x 108 0.00
TOS! 1.09 x 107 0.00 1.09 x 107 3.10x 108 0.00 0.00 3.10x 108 1.04 x 107
BDS - - - - - - - -
GAL - - - - - - - -
SDC2 1.27 x 107 0.00 1.27 x 107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CVF2 2.95x 107 1.86 x 10" 1.89 x 101 0.00 0.00 9.45x 100 9.45x 1010 0.00
MANS 1.01 x 1010 2.02x 1010 3.03x 1010 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TIR. 3. 4 0.00 2.70 x 1010 2.70 x 1010 0.00 0.00 6.33 x 107 6.33 x 107 0.00
HYR - - - - - - - -
PET!. 3 0.00 2.05x 1010 2.05x 1010 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SBJ3 6.57 x 107 3.94 x 107 1.05x 1010 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1. Proporciones de cada morfotipo estimadas directamente de las eclosiones obtenidas en esta tesis.

E

Composicidn y proporcion de especies a partir del andlisis de aloenzimas de bancos de huevos diapdusicos (Ortells, 2002).

que las proporciones se extrapolaron de otras lagunas proximas ecoldgica o geogrdficamente (Ortells, 2002).

Identificacién especifica de las eclosiones del morfotipo L basada en el andlisis de restriccidon de COI realizada por Sergi Campillo (comunicacion personal).

Morfotipo SM hallado por primera vez en estas lagunas. La identificacién especifica dentro de este morfotipo es aln desconocida en estas lagunas por lo



Deterioro y viabilidad

Discusion

Importancia de los estudios de viabilidad de huevos diapdusicos

En este capitulo se ha presentado el primer estudio que relaciona el aspecto
de los huevos diapdusicos de rotiferos procedentes de poblaciones naturales
con su viabilidad. Hasta la fecha, la mayoria de estudios de viabilidad con
huevos diapdusicos de rofiferos se habian readlizado con huevos
aparentemente sanos, intactos, y producidos por cepas de rotiferos
cultivadas en laboratorio (Pourriot et al., 1980; Minkoff et al., 1983; Hagiwara e
Hino, 1989; 1990; Hagiwara et al., 1989; 1995). El conocimiento del estado
fisiologico de los huevos diapdusicos acumulados en los sedimentos es
importante porque determinados procesos fisioldgicos y biogquimicos pueden
afectar a su supervivencia y longevidad, y en consecuencia al potencial
para el reclutamiento futuro y la restauracidon de poblaciones desde el
banco de huevos diapdusicos (Marcus y Boero, 1998; Tunnacliffe y Lapinski,
2003).

Como ya se ha senalado con anterioridad, una prdctica comudn en
los estudios de campo sobre bancos de huevos diapdusicos consiste en
considerar como viables los huevos aparentemente sanos (Hairston et al.,
1995; Weider et al., 1997; Cdceres, 1998; Keller y Spaak, 2004; véanse también
los capitulos 2, 3y 4 de esta tesis). Esta prdctica estd justificada pues, si bien
la viabilidad de un huevo diapdusico sélo puede probarse con su eclosion, el
uso del aspecto como criterio de viabilidad facilita enormemente la
exploracion de los bancos de huevos diapdusicos. Los experimentos de
eclosion en el laboratorio consumen mucho tiempo vy la falta de
conocimiento sobre los estimulos que propician la eclosion de los huevos
diapdusicos en algunos taxa dificulta la eleccion de condiciones apropiadas
para inducir la eclosion (Schwartz y Hebert, 1987; Tsitsilas y Barry, 2002).
Ademds, la existencia de variacion intraespecifica en la respuesta de

eclosion (De Meester y De Jager, 1993; De Stasio, 2004) ha sido a menudo
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utilizada como una razén para criticar la fiabilidad de los experimentos de

eclosion en laboratorio (Cdceres, 1998; Cdceres y Schwalbach, 2001).

El éxito en la eclosion de huevos diapdusicos en el laboratorio va a
depender de (1) que hayan completado el periodo obligado de diapausa,
(2) la idoneidad de las condiciones experimentales utilizadas para inducir la
eclosion, y (3) la propia viabilidad de los huevos diapdusicos. El experimento
de laboratorio aqui presentado se disend para maximizar la eclosion de los
huevos diapdusicos. En primer lugar, se tomaron medidas para asegurar que
todos los huevos diapdusicos hubieran completado el periodo obligado de
diapausa. En segundo lugar, el conjunto de condiciones utilizadas en los
experimentos de eclosion ha sido probado con éxito en estudios previos para
inducir la eclosion de huevos diapdusicos en el complejo B. plicatilis. Estas
condiciones incluyen: (1) la exfraccion de los huevos diapdusicos del
sedimento, lo que probablemente favorece la eclosion pues los huevos estan
en mejores condiciones y pueden recibir mds directamente los estimulos
para la eclosidon que si estan enterrados (Vandekerkhove et al., 2004), (2) la
iluminacion constante (Minkoff ef al., 1983; Hagiwara et al., 1985; 1995;
Hagiwara e Hino, 1989), vy (3) una temperatura de 25° C, que se considera
6ptima de acuerdo con Hagiwara et al. (1985). El diseno experimental
también incluyé la incubaciéon secuencial de los huevos diapdusicosa 6y 2 g
LT de salinidad que, como ya se ha comentado, se ha probado que son dos
salinidades adecuadas para la eclosion de huevos diapdusicos del complejo
B. plicatilis (Gomez et al., 2002; Ortells, 2002). De esta manera, cabe esperar
que un alto porcentaje de los huevos viables eclosionen durante los
experimentos. Aunque no puede descartarse que una fraccion de los huevos
diapdusicos no sea capaz de eclosionar bajo estas condiciones, parece
poco probable que esto pueda explicar completamente el fallo en la
eclosion de la altisima fraccidon de huevos observada (87.7 %), un fallo que es
aun elevado cuando se consideran Unicamente los huevos con aspecto

saludable (52.5 % de fracaso en la eclosion).
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Caracteristicas de los huevos diapdusicos y su relacion con la viabilidad

Los resultados muestran que el éxito en la eclosidon disminuye drdsticamente
con la reduccion en el famano relativo del embridn. La gran mayoria de las
eclosiones (98.9 %) se obtuvieron a partir de huevos diapdusicos con aspecto
saludable (tipos | y Il segun la clasificacion en tipos morfolégicos aqui
presentada, y excluyendo aquellos con embridn de color gris). No obstante,
se obtuvo también un pequeno nUmero de eclosiones a partir de huevos
diapdusicos que presentaron reducciones del 25-50 % en el tamano del
embridn relativo a su mdaximo volumen (tipo lll). Aunque las eclosiones
obtenidas a partir de huevos diapdusicos de tipo Il representaron un
pequeno porcentaje del total de eclosiones, los resultados muestran que hay
casos en los que una pérdida importante de masa embrionaria no afecta a

la supervivencia.

El color del embridon es otfra caracteristica para la que se ha
demostrado su relacion con la viabilidad de los huevos diapdusicos de las
especies de rofiferos del complejo B. plicatilis. Dentro de cada tipo de huevo
(I, ' & 1l), los huevos diapdusicos con embriones de color naranja mostraron
tasas de eclosion mayores que los huevos con embriones de color marrdn.
Sélo un huevo con embridn de color gris eclosiond durante el experimento.
Este resultado es consistente con el estudio de Minkoff ef al. (1983), en el que
se concluyd que los huevos diapdusicos de B. plicatilis que exhibian
embriones de color gris podian considerarse muertos. El oscurecimiento vy la
pérdida de brillo se han considerado tradicionalmente sintomas indicativos
del deterioro o degradacion de los huevos diapdusicos. De hecho, en un
estudio previo llevado a cabo por Hagiwara e Hino (1990) se observd una
reduccion en el porcentaje de eclosion, desde el 921 % hasta el 60 %,
asociada al oscurecimiento de los huevos diapdusicos recién producidos en
el laboratorio por un clon del rotifero B. plicatilis. Estos autores sugieren que
las diferencias de color de los embriones en estado de diapausa podrian

estar relacionadas con la dieta de sus madres. Asi, por ejemplo, se sabe que
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los huevos diapdusicos de rofiferos del género Brachionus acumulan
carotenoides que pueden haber sido asimilados a partir de las algas que
ingieren las madres (Gilchrist y Green, 1962). Pero ademds de la dieta, el
contenido en carotenoides puede estar condicionado por la edad de los
huevos diapdusicos y las condiciones de conservacion. Como han sugerido
Hagiwara e Hino (1990), un bajo contenido en carotenoides podria causar
una disminucioén en las tasas de eclosion. Este Ultimo aspecto se discutird mdas

adelante con mds detalle.

Relacion entre el estado de deterioro de los huevos diapdusicos y la

profundidad del sedimento

Los resultados muestran que la frecuencia de los diferentes tipos de huevos
diapdusicos varia con la profundidad en el sedimento en la mayoria de las
lagunas estudiadas. En 9 de las 15 lagunas estudiadas, los huevos mejor
conservados (fipos | y ll), que es lo mismo que decir los huevos diapdusicos
con aspecto saludable, se encuentran preferentemente en las capas
superiores del sedimento, y su frecuencia disminuye con la profundidad en el
sedimento, probablemente debido a un efecto de envejecimiento (véase
también el capitulo 2). Las capas mds profundas del sedimento deben ser
mds antiguas si se supone que no existe mezcla del sedimento por
bioturbacion u ofros procesos (i.e., tormentas, corrientes; Kerfoot et al.,
2004q). Este supuesto es razonable para el caso de algunas de las lagunas
estudiadas donde, de acuerdo con los datos disponibles (véase el capitulo

2), los sedimentos estdn estructurados cronolégicamente.

El envejecimiento de los huevos diapdusicos puede ocurrir si los
huevos no son completamente ametabdlicos, lo que conllevaria el consumo
de, al menos, parte de las reservas energéticas del embriéon. Estudios de
laboratorio con claddéceros han demostrado que los huevos diapdusicos

mantienen un metabolismo basal minimo, y que la tasa metabdlica del
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embrion en diapausa se relaciona con las condiciones de oxigenacion,
aunque de manera compleja (Andrew, 1993; Lutz et al., 1994; Clegg, 1997;
Hand, 1998). Hasta la fecha, no existen datos sobre la tasa metabdlica de
huevos diapdusicos de rofiferos, aunque se sabe de la presencia de
vacuolas liticas en embriones diapdusicos de Brachionus que podrian estar
relacionadas con cierta actividad metabdlica (Wurdak et al., 1978). Nuestra
observacion de que la reduccidon en el tamano relativo del embridon estd
asociada a una pérdida progresiva de viabilidad es compatible con la idea
de que los huevos diapdusicos de rotiferos son metabdlicamente activos, vy

que este hecho puede constituir un factor de senescencia.

Exito y dindmica de eclosidn de huevos diapdusicos con aspecto saludable

La casi totalidad de las eclosiones de huevos diapdusicos observadas (98.9
%) corresponden a huevos con aspecto saludable. El resto de tipos de
huevos considerados, salvo por muy escasas excepciones pueden
considerarse huevos no viables. Pero como ya se ha dicho, no todos los
huevos con aspecto saludable eclosionaron bajo nuestras condiciones

experimentales, lo que se discute a continuacion.

El éxito en la eclosion de huevos diapdusicos con aspecto saludable
disminuye con la profundidad del sedimento de donde los huevos son
extraidos, lo que apoya la idea de que la edad de los huevos puede tener
implicaciones importantes en la pérdida de viabilidad. El éxito en la eclosion
de estos huevos disminuyd desde un 60 % en la capa superior del sedimento
(0-2 cm) hasta un 6 % en la Ultima capa estudiada (8-10 cm). Nuestra
hipotesis consiste en que, a pesar de su aspecto aparentemente sano, los
huevos mds viejos tienen menor capacidad para responder a los estimulos
de la eclosidn y pasan a ser inviables. Este tipo de patrén también se ha
observado en claddceros y copépodos (Carvalho y Wolf, 1989; Weider et al.,

1997, Cousyn y De Meester, 1998; Hairston et al., 1995). En el caso de
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cladéceros, Cousyn y De Meester (1998) han sugerido que la disminuciéon en
el éxito de eclosion podria ser debida al deterioro progresivo con la edad de
compuestos fotosensibles que se almacenan en los huevos diapdusicos
(Davison, 1969; Van der Linden et al., 1991). El deterioro de estos compuestos
fotosensibles supondria una pérdida de la capacidad de respuesta de los
huevos diapdusicos a un estimulo tipicamente considerado bdsico para la
eclosion como es la luz. Esta hipdtesis parece plausible para explicar nuestra
observacion pues, como ya se ha indicado, los huevos de rotiferos del
género Brachionus también parecen almacenar compuestos fotosensibles
(p.ej., carotenoides; Gilchrist y Green, 1962; Hagiwara e Hino, 1990) y precisar
de un estimulo de tipo luminico para eclosionar (Pourriot y Snell, 1983;
Hagiwara et al., 1985; 1995). A este respecto, es interesante la observacion
de que los huevos diapdusicos con aspecto saludable aislados de la capa
mas superficial del sedimento (0-2 cm) necesitan mucho menos fiempo de
incubacién para eclosionar que los huevos, también clasificados como
huevos con aspecto saludable, pero aislados de capas mds profundas. Esta
regularidad también se ha observado en huevos diapdusicos del copépodo

Diaptomus sanguineus (Hairston et al., 1995).

Los resultados de este estudio sugieren que los huevos diapdusicos
pueden perder viabilidad aun manteniendo su aspecto sano. Este hecho
podria comprometer la prdctica comuin de utilizar la apariencia de los
huevos diapdusicos como criterio de viabilidad en los estudios de campo de
bancos de huevos diapdusicos, ya que el nimero de huevos diapdusicos
con aspecto saludable sobreestimaria el nUmero de huevos viables en el
sedimento. No obstante, la correlacion hallada entre el nUmero de huevos
diapdusicos con aspecto saludable y su éxito de eclosidon indica que la
abundancia de huevos con aspecto saludable es un buen indice para la
caracterizacion del tamano del banco de huevos viables en los sedimentos

de charcas y lagunas.
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El éxito en la eclosion de los huevos con aspecto saludable varia
entre dreas geogrdficas, y entre lagunas dentro de drea geogrdfica. Los
huevos aislados de lagunas costeras presentaron mayor éxito de eclosion
que los de las lagunas del interior. Esta observacion apunta a que los huevos
con aspecto saludable en las lagunas del interior presentan en promedio una
mayor reduccion en viabilidad. No obstante, también se encontraron bajas
fracciones de eclosidon de huevos con aspecto saludable en algunas lagunas
costeras. Ademds, las diferencias halladas en los tiempos de eclosion enfre
lagunas sugieren que la tasa con la que se deterioran los huevos con
aspecto saludable sin mostrar cambios en su apariencia puede ser
dependiente de la laguna. Estas diferencias pueden ser debidas a
diferencias en las tasas de sedimentacion — y por tanto, en la edad de los
huevos situados en una misma capa en lagunas diferentes — o también a las
condiciones particulares del sedimento que afectan a la preservacion de los
huevos como se ha sugerido para el caso de bancos de huevos diapdusicos
de copépodos y claddceros (p.€j.. bajos niveles de oxigeno (Uye, 1980; Uye
et al., 1984; Lutz et al., 1994), concentraciones crecientes de HsS (Carvalho y
Wolf, 1989)).

Por otra parte, no puede descartarse completamente que las
condiciones empleadas en el diseno experimental sean mejores para la
eclosion de los huevos diapdusicos procedentes de unas lagunas que para
los de ofras. La salinidad empleada en el experimento — un factor
reconocido como critico para la eclosion (Minkoff et al., 1983) — estd mds
proxima a la salinidad promedio de las lagunas costeras (16.2 + 4.5 g LT,
véase el capitulo 2) que a las del interior (40.5 7.1 g L', véase el capitulo 2),
y las lagunas costeras presentaron tasas de eclosion mas altas. Esta hipdtesis
parece improbable ya que no se encontrd una correlacion significativa entre
la salinidad de las lagunas estudiadas y el éxito de eclosion de huevos con

aspecto saludable aislados de cada una de ellas.
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Los huevos diapdusicos con aspecto saludable tienen tiempos de
eclosion mds o menos largos segun el tipo al que pertenecen. Los huevos
diapdusicos del tipo Il eclosionan antes y mds sincronicamente que los del
tipo I, mientras que lo esperable es una demora en la respuesta de eclosion a
medida que avanza el grado de deterioro del huevo diapdusico. Por el
momento, no existen datos disponibles para explicar por qué las eclosiones
tienen lugar antes en huevos diapdusicos con mayor grado de deterioro.
Cabe especular que la permeabilidad del huevo podria aumentar con un
ligero deterioro, de tal manera que la respuesta del embridn a las senales
qgue inducen la eclosion podria verse acelerada en aquellos huevos
diapdusicos que, aungue ligeramente deteriorados, son fodavia capaces de

eclosionar.

Tamano del banco de huevos viable y restauracion de las poblaciones en la

columna de agua

En este estudio se ha demostrado que el sedimento de la mayor parte de las
lagunas estudiadas alberga huevos diapdusicos viables, capaces de
eclosionar y desarrollarse en rotiferos adultos aunque en cuatro lagunas no se
encontraron huevos diapdusicos viables (Hondo Norte, Balsa de Santed,
Gallocanta y Hoya Rasa). El éxito en la eclosidn en la capa superficial del
sedimento y la elevada supervivencia de las hembras neonatas eclosionadas
sugieren que la restauracion de las poblaciones activas de roftiferos estd
garantizada, aunque existe una duda sobre coémo se restablecen las
poblaciones en las tres lagunas en las que no se han detectado huevos

viables.

Los rotiferos poseen un tipo de proliferacidon muy efectivo y pueden
alcanzar tamanos poblaciones elevados en un periodo de tiempo corto tras
la eclosion de uno o unos pocos huevos diapdusicos, por lo que podria

pensarse que el tamano del banco de huevos no tiene mucha importancia
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ecolégica ni evolutiva: un banco pequeno determinaria propiedades
poblacionales semejantes a un banco grande. No obstante, se conocen
ampliomente los efectos asociados a cuellos de botella poblacionales,
efectos que afectan a la probabilidad de persistencia poblacional (extincion
por estocasticidad demogrdfica) y a la evolucion (deriva genética e inercia
genética frente al flujo génico, pérdida de diversidad, etc.). A priori, se
podria postular que, bien en la fase de diapausa, bien en la fase inicial de
recolonizacion de la columna de agua, las probabilidades de que las
poblaciones de rotiferos atraviesen por un cuello de botella son altas.
Nuestros resultfados aportan evidencia en confra de que tal fendmeno sea
comun. Efectivamente, cuando se han detectado huevos viables, las estimas
de abundancia arrojan valores muy elevados. El nUmero total de huevos
viables que pueden emerger de la capa superior (0-2 cm) del sedimento
puede ser lo suficientemente grande — desde 7.02 x 10¢ huevos viables de B.
ibericus en Clot de Galvany hasta 1.86 x 10" huevos viables de la especie B.
‘Manjavacas’ en la laguna del Camino de Vilafranca. Con esas
abundancias, los procesos de estocasticidad demogrdfica y genética son

practicamente despreciables.

En conclusion, el proceso de deterioro de los huevos diapdusicos se
presenta como un complejo sistema de cambios fisioldgicos, que causa
danos a sistemas y funciones vitales, y que resulta en Ultimo término en la
pérdida de viabilidad y la reduccion del tamano del banco de huevos
diapdusicos viables. Se ha demostrado que el deterioro detectable
visualmente causa pérdida de viabilidad, pero que existen otros factores que
la ocasionan. La identificacion de los huevos diapdusicos con potencial de
eclosionar es critica para la estimacion precisa del tamano efectivo del
banco de huevos diapdusicos, si bien, la buena correlacidon entre huevos
viables y huevos de aspecto saludable permite un uso de las abundancias
de estos Ultimos en estudios comparativos. Por su lado, las estimas del banco

de huevos viables, aunque puedan ser estimas minimas, ofrecen informacion
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sobre las probabilidades de supervivencia a largo plazo de las poblaciones
de roftiferos, asi como para saber si son despreciables los procesos evolutivos

basados en bajos tamanos poblacionales.
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Resistencia a la privacion de alimento en
rotiferos obtenidos a partir de huevos

diapdusicos y huevos partenogenéticos

Infroduccion

Muchos organismos del zooplancton, y entre ellos los rotiferos, habitan
ambientes aislados y temporalmente variables de manera que se espera que
invierfan gran parte de sus recursos en adaptaciones especificas para la
dispersion espacial y/o temporal (Hairston y Cdaceres, 1996; McPeek y Kalisz,
1998). Los huevos diapdusicos de los rofiferos monogonontes constituyen un
claro ejemplo de estas dos modalidades de dispersion. En el ciclo vital de
estos partenogenéticos ciclicos la produccién de los huevos diapdusicos estd
asociada a la reproduccién sexual (véase la descripcion detallada del ciclo
vital en el capitulo 1). Los huevos diapdusicos son producidos por las hembras
sexuales (micticas) fertilizadas durante la fase sexual del ciclo y, tras el
periodo de latencia, eclosionan dando lugar a hembras asexuales
(amicticas) que se reproducen partenogenéticamente para dar lugar a
nuevas hembras. Asi, las hembras asexuales de los rotiferos pueden proceder
de dos tipos de huevos: (1) huevos partenogenéticos diploides (de aqui en
adelante, simplemente huevos partenogenéticos) producidos por las
hembras asexuales partenogenéticamente, y (2) huevos diapdusicos
producidos por las hembras sexuales mediante reproduccion sexual. Existen
diferencias entfre los dos tipos de huevos. En primer lugar, los huevos

diapdusicos de algunos rotiferos monogonontes de ambientes templados
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presentan mayor cantidad de reservas de lipidos que los huevos
partenogenéticos (Wurdak et al., 1978; Gilbert, 1983). Esto, junto con el hecho
de que las hembras productoras de huevos diapdusicos tienen menor
fecundidad que las partenogenéticas, sugiere que la asignacion de recursos
por huevo, y por tanto el coste de produccidn, es mayor en los huevos
diapdusicos que en los partenogenéticos (Snell y Garman, 1986; Serra, 1987;
Serra et al., 2005). En segundo lugar, los huevos partenogenéticos eclosionan
al poco tiempo de haber sido producidos (i.e., son huevos subitdneos) y con
frecuencia cuando todavia son transportados por las madres. Asi, las
hembras descendientes de los huevos partenogenéticos tipicamente
experimentan las mismas condiciones ambientales que sus progenitoras. Por
el conftrario, los huevos diapdusicos no eclosionan tras la ovoposicion, sino
que permanecen en diapausa en el sedimento de lagos y charcas durante
algun tiempo (i.e., periodo de diapausa obligada), aun cuando las
condiciones ambientales sean Opfimas para el crecimiento y la
reproduccion. De esta forma, se espera que la descendencia
partenogenética y la descendencia post-diapausa se enfrenten con
diferentes ambientes, lo que debe reflejarse en sus respectivos rasgos de la
historia vital (Gilbert y Schréder, 2004).

Un estudio reciente ha mostrado que las hembras provenientes de
huevos diapausicos del rotfifero monogononte Brachionus calyciflorus,
presentan una mayor tolerancia a la privacion de alimento que las hembras
provenientes de huevos partenogenéticos (Gilbert, 2004). Este resultado
sugiere que la mayor tolerancia observada es el resultado de la mayor
asignacion de recursos al huevo diapdusico, y que la supervivencia es la
presion selectiva para la evolucion del rasgo ‘asignacion de recursos’. Las
diferencias en los ambientes que experimentan las hembras neonatas
procedentes de ambos tipos de huevos, diapdusico y partenogenético, en el
momento de la eclosidon serdn las que, en Ultima instancia, condicionardn la
evolucion de las diferencias en la asignacion de recursos. Por otro lado,

también es posible que los huevos diapdusicos consuman parte de los
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recursos durante la diapausa debido al mantenimiento de un nivel basal de
metabolismo y respiracion (véase el capitulo 5). Se espera que la
importancia relativa de estos y otfros factores sobre la demanda de recursos
sea dependiente de las condiciones ecoldgicas que prevalecen en el
ambiente cuando (1) se forma el huevo diapdusico, (2) durante la etapa en
la que el embridn permanece en diapausa, y (3) en el momento de la
eclosion. Ademds de los efectos del tipo de hdbitat, es también interesante
conocer si en ofras especies de rofiferos diferentes a B. calyciflorus (Gilbert,
2004), hasta ahora el Unico referente, se encuentra una mayor resistencia a
la privacion de alimento en las neonatas provenientes de huevos

diapdusicos.

En este capitulo se presenta un estudio comparativo de la
supervivencia y reproduccion en condiciones de privacion de alimento entre
dos cohortes de hembras del rofifero Brachionus plicatilis sensu stricto
obtenidas a partir de huevos diapdusicos (de aqui en adelante, cohorte
post-diapausa) y de huevos partenogenéticos (de aqui en adelante, cohorte

post-partenogénesis) producidos bajo las mismas condiciones ambientales.

Material y métodos

Obtencion y mantenimiento de la poblacidn experimental

Se aislaron 4000 hembras de B. plicatilis s.s. de una muestra de plancton
obtenida en enero de 2004 en el Hondo Sur, una pequena laguna localizada
en un humedal de la regidon oriental de la Peninsula lbérica (véase el capitulo
2). Estas hembras, que muy probablemente representaban una variedad de
genotipos, se utilizaron para fundar la poblacion experimental de rotiferos. La
poblacion se mantuvo en cultivosen masade 2L a25°C (£ 1°C), 12g L' de
salinidad, con iluminacion constante (35 umol quanta m2 s1) y la microalga

prasinoficea Tetraselmis suecica como alimento. El medio de cultivo salino se
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prepard a partir de sales marinas comerciales (Instant Ocean®, Aguarium
Systems) y se fertilizd con la férmula /2 de Guillard y Ryther (1962) antes de la
inoculacion de la microalga. Los cultivos de T. suecica crecieron en las
condiciones indicadas arriba y se utilizaron como medio de crecimiento de
la poblaciéon experimental de rofiferos cuando se alcanzd una
concentraciéon superior a 2 x 105 células mL! (exceso de alimento para los
rofiferos; Serra, 1987). Semanalmente, se eliminaba una fraccion del cultivo
de rotiferos y se reemplazaba con nuevo medio de cultivo (i.e., cultivo de T.
suecica). La tasa de dilucion (D) empleada fue de 0.7 semana! (Boraas,
1993).

Produccidon de huevos partenogenéticos y huevos diapdusicos

Se aislaron 600 hembras del cultivo experimental de mantenimiento, y se
transfirieron a un nuevo recipiente de cultivo con é L de medio fresco. Este
cultivo se mantuvo en las mismas condiciones que el de mantenimiento,
pero la densidad de alimento se controld diariamente y ajustd para que
fuese, como minimo, de 2 x 105 células mL' (26 mg C L) de T. suecica. La
densidad de la microalga se estimd a partir de muestras del cultivo de
rofiferos, sin éstos, midiendo la absorbancia a 750 nm mediante un
espectrofotémetro (Shimadzu UV-1603). El valor de absorbancia se
transformd en densidad de células del alga y concentracién de carbono
mediante el establecimiento de curvas patron, de manera andloga a la
descrita por Ciros-Pérez et al. (2004). Cuando fue necesario mantener los
niveles de alimento en la poblacidon de rotiferos, se anadieron voliUmenes
muy pequenos de cultivos de la microalga altamente concentrados. Los
volumenes de las muestras tomadas para estimar la densidad de microalgas
también fueron lo suficientemente pequenos como para no alterar
significativamente el volumen original del cultivo. Bajo estas condiciones, los
rotiferos fueron capaces de crecer hasta alcanzar una alta densidad

poblacional (por encima de 100 hembras mL') y produjeron ndmeros
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elevados de huevos partenogenéticos y diapdusicos. De esta forma, la
reproduccion sexual fue inducida por efecto de la densidad poblacional
(Snell y Boyer, 1988; Carmona et al., 1993; 1995; Stelzer y Snell, 2003).

Cada dia se tomaron muestras de 2-200 mL de la poblacién
experimental y se estimd la densidad poblacional mediante el recuento de
las muestras. Tras los recuentos, las muestras se devolvieron al cultivo. Durante
los recuentos, las hembras ovigeras presentes en las muestras se clasificaron
como sexuales o asexuales segun el tipo de huevos que portaban (Carmona
et al., 1995). A partir de estos datos se calculd, como estima del nivel de
reproduccion sexual en la poblacion, la razén de mixis (i.e., la proporcion de
hembras sexuales, fertilizadas o no, sobre el total de hembras). Tras diez dias
de cultivo, se observaron, como ya se ha indicado mds arriba, niUmeros
elevados de huevos partenogenéticos y diapdusicos. En este momento, se
aislaron del cultivo hembras portadoras de cada tipo de huevo y se
depositaron en sendos tubos de plastico de 45 mL (uno para cada fipo de
hembra) con medio de 12 g L de salinidad (preparado a partir de sales
marinas comerciales) y sin alimento. Una vez introducidas las hembras en
estos tubos, los huevos fueron separados de las madres mediante agitacion.
Posteriormente, huevos y hembras (ya separados) se filtraron a través de una
malla de Nytal de didmetro de poro de 30 um, que permitid concentrar los
huevos y eliminar las microalgas. La malla se lavé con medio de 12 g L' de
salinidad sobre una placa Petri de manera que los huevos se concentraron
en un pequeno volumen (< 5 mlL). Finalmente, se aislaron 430 huevos
partenogenéticos y 640 huevos diapdusicos producidos bajo las mismas

condiciones ambientales.

Experimento de tabla de vida

Inmediatamente después de su recoleccidn, los huevos partenogenéticos se

aislaron individualmente en placas multipocillo estériles (Nunc™) con 200 plL
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de medio de 12 g LT de salinidad, e incubados a 25° C bajo condiciones de
iluminacién constante (150-170 umol quanta m=2 s1) y se esperd hasta su
eclosion. Por su parte, los huevos diapdusicos se desecaron v,
posteriormente, se aimacenaron a 4° C y en oscuridad durante dos meses
para asegurar que se completase el periodo de diapausa obligada vy
optimizar asi el nUmero de eclosiones (Hagiwara e Hino, 1989). Tras el periodo
de almacenamiento, los huevos diapdusicos se rehidrataron en medio de 12
g L' de salinidad y se sometieron a las mismas condiciones de eclosion que

los huevos partfenogenéticos.

Las hembras neonatas que eclosionaron de cada uno de los dos
grupos de huevos se utilizaron para establecer dos cohortes experimentales
de 72 hembras (i.e., cohorte post-partenogénesis y cohorte post-diapausal).
Las hembras neonatas se aislaron individualmente en placas multipocillo
estériles (lwaki, Asahi Techno Glass Co.) con 1 mL de medio de 12 g L'! de
salinidad, y se incubaron a 22.5° C bagjo condiciones de iluminacion
constante, en ausencia de alimento. No se observd ninguna célula de T.
suecica durante el experimento de tabla de vida, lo que indica que el
protocolo utilizado (véanse mds arriba los procesos de filfrado y transferencia
de huevos y neonatas) elimina cualquier microalga residual procedente del
cultivo de la poblacién experimental. Las neonatas se siguieron desde su
nacimiento hasta su muerte mediante observaciones periddicas a intervalos
de 12 horas. En cada una de las observaciones se tomaron los siguientes
datos: (1) si la hembra estaba viva o muerta, o que permite calcular el
tiempo de supervivencia, definido como el momento central del intervalo de
tiempo en el que tuvo lugar la muerte de la hembra, (2) nimero de
descendientes y (3) su fipo (descendencia masculina o femenina). Dos
neonatas procedentes de huevos diapdusicos murieron antes de las 12
primeras horas de vida debido a su incapacidad para emerger del huevo;

estos dos casos no se consideraron en el andlisis de los datos.
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Andlisis de los datos

Se realizé de un andlisis de tabla de vida con datos censurados debido a
gue existian casos de datos perdidos — tres neonatas se perdieron durante su
manipulaciéon en el periodo de estudio. Para la realizacion de los cdlculos de
tabla de vida relativos a la fecundidad sélo se consideraron las hemlbras de
la cohorte que resultaron ser hembras asexuales (i.e., que produjeron
descendencia femenina). Las hembras sexuales (hembras productoras de
machos) se excluyeron de los andilisis de fecundidad ya que no contribuyen
al crecimiento inmediato de la poblacidon. Para estimar la asociacion entre
los fiempos de supervivencia de las hembras y el nUmero de descendientes
producidos se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson entre ambas
variables. Posteriormente, se aplicd una prueba t de significacion sobre este

coeficiente.

En el andlisis de tabla de vida se calcularon los siguientes pardmetros
demogrdficos para ambas cohortes: la tasa neta de reproduccion (Ro), el
tiempo medio de generacion (Gc), la funcidon de supervivencia (lx, siendo x la
edad de la hembra), la funcién de riesgo (también llamada tasa de
mortalidad instantdnea, hy), la fecundidad especifica de edad (my), vy la
esperanza de vida en el momento del nacimiento (ep). La funcidn de
supervivencia (lx) y la funcion de riesgo asociada (hyx) se estimaron para cada
cohorte mediante el método Berkson-Gage corregido para datos
censurados (Lee, 1992). El tiempo de vida media de cada cohorte (Sso: la
edad (x) ala que Ik es 0.5) se estimd mediante interpolacién lineal. Todos los

pardmetros temporales se expresaron en dias.

Se utilizaron dos pruebas estadisticas diferentes para comparar las
funciones de supervivencia de ambas cohortes: (1) la prueba Gehan-
Wilcoxon, y (2) la prueba log-rank. Ambas son pruebas no paramétricas, pero
estdn basadas en supuestos diferentes. La prueba Gehan-Wilcoxon asigna

mayor peso a las observaciones tempranas dado que estdn basadas en un
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mayor numero de individuos que las observaciones tardias y tienen mds
confianza. Por el contrario, la prueba log-rank asigna el mismo peso a todas
las observaciones. Ambas pruebas se realizaron con el paguete informdatico
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc.).

Las funciones de riesgo (hx) de cada cohorte, previaomente estimadas
por el método Berkson-Gage, frataron de ajustarse a funciones tedricas
especificas (exponencial, Weibull, Gompertz y lineal-exponencial). El ajuste se
realizd mediante el método de minimos cuadrados ponderados (Gehan y
Siddiqui, 1973). De acuerdo con Gehan y Siddiqui, se pueden utilizar tres
meétodos de ponderacion segun el valor que se le da al peso (wy): (1) wx=1
(no ponderacion), (2) wx = 1/VAR(hx), esto es la inversa de la varianza
estimada de la funcién de riesgo a la edad x, y (3) wx = bx nx, el resultado del
producto entre el periodo de tiempo transcurrido entre observaciones (bx) y
el nUmero de animales expuestos al riesgo a la edad x (nx, un nuUmMero
relacionado con el nimero de animales observados con vida a la edad x,
pero modificado segun el procedimiento especifico para datos censurados).
El criterio para el mejor qjuste a una de las cuatro funciones tedricas
consideradas fue el de mdaxima log-verosimilitud. Este Ultimo andlisis se realizé
también con STATISTICA 6.0, y en él se utilizaron los criterios adicionales

implementados por este paquete estadistico.

Resultados

Produccidn de huevos y dindmica del cultivo de rotiferos

En la figura 6.1 se muestran las dindmicas de la densidad de hembras totales

de B. plicatilis s.s., razén de mixis, y abundancias de huevos diapdusicos vy

partenogenéticos en los cultivos previos a la realizaciéon de los ensayos de

tablas de vida.
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Figura 6.1. Dindmica poblacional del cultivo de 10 dias del rotifero B. plicatilis s.s. a partir del
que se aislaron los huevos diapdusicos y partenogenéticos utilizados en el experimento. A:
Dindmica de la densidad de hembras totales y de la razén de mixis. B: Dindmicas de los dos

tipos de huevos considerados.

El crecimiento exponencial comenzé a partir del segundo dia y se
mantuvo hasta el noveno. La razdn de mixis experimentd un rdpido
incremento entre el quinto y séptimo dia, manteniéndose desde entonces en
torno a un valor de 0.6 hasta el final del cultivo. La densidad de ambos tipos
de huevos se incrementd con el tiempo, pero alcanzd sus MAximos
diferentes. Los huevos

respectivos en momentos

partenogenéticos
alcanzaron su mdxima densidad el octavo dia de cultivo, mientras que la
densidad de huevos diapdusicos alcanzd su madaximo al noveno dia de

cultivo. El décimo dia de cultivo, los nUmeros de ambos tipos de huevos en el
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cultivo eran lo suficientemente altos (se estimd que habia 6000 huevos
diapdusicos y 36000 partenogenéticos) para llevar a cabo los experimentos

de tabla de vida y se procedid a su recoleccion del cultivo.

Eclosion de huevos partenogenéticos y huevos diapdusicos

La eclosion de los huevos partenogenéticos y diapdusicos siguid patrones

diferentes. La dindmica para las 72 primeras eclosiones de cada uno de los

dos tipos de huevos se muestra en la figura 6.2.
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Figura 6.2. Dindmica de eclosiones de los huevos partenogenéticos y diapdusicos utilizados

en el experimento. Se indica el nUmero (n) de huevos de cada tipo inicialmente expuestos a

las condiciones de eclosion.

El nUmero de huevos partenogenéticos necesario para conseguir las
72 hembras de la cohorte post-partenogénesis fue menor que el de huevos

diapdusicos para establecer la cohorte post-diapausa. Ademads, la eclosion
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de los huevos partenogenéticos fue bastante sincréonica, teniendo lugar en
un intervalo de 4 horas. En cambio, la eclosion de los huevos diapdusicos
comenzd 48 horas después del inicio de la incubacion y se extendid hasta

288 horas, momento en el que se completd la cifra de 72 neonatas.

Supervivencia de las neonatas procedentes de huevos partenogenéticos y

huevos diapausicos en condiciones de privacion de alimento

Las curvas de supervivencia de las hembras de B. plicatilis s.s. sometidas a
condiciones de privacion de alimento provenientes de huevos

partenogenéticos y huevos diapdusicos se muestran en la figura 6.3.
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Figura 6.3. Supervivencia especifica de edad (lx) de las neonatas provenientes de huevos
partenogenéticos y diapdusicos sometidas a condiciones de privacién de alimento. Las

barras verticales indican * el error tipico.
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Las curvas de supervivencia se cruzaron el cuarto dia debido a que
algunas hembras pertenecientes a la cohorte post-partenogénesis murieron
antes que las de la cohorte post-diapausa, y a la réapida disminucion de la
supervivencia de la cohorte post-diapausa a partir del segundo dia. El
tiempo de vida media (Sso) fue mayor para las hembras de la cohorte post-
diapausa que para las de la cohorte post-partenogénesis, mientras que la
esperanza de vida en el momento del nacimiento siguid el patréon opuesto
(Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Pardmetros de supervivencia de las dos cohortes de hembras de B. plicatilis s.s.
sometidas a condiciones de privaciéon de alimento estimados por el método Berkson-Gage
para datos censurados. Sso: edad a la que sélo sobrevive el 50 % de los individuos que
iniciaron la cohorte; eo: esperanza de vida en el momento del nacimiento (duracién
promedio de la vida). La significacién estadistica para la diferencia entre las funciones de
supervivencia de ambas cohortes se muestra para las pruebas no paramétricas de Gehan-

Wilcoxon y log-rank.

Cohorte N S50 (dias) eo (dias)
Post-parthenogénesis 72 2.89 4.40
Post-diapausa 72 3.61 3.80
Prueba estadistica Estadistico p

Gehan-Wilcoxona -0.823 0.410

Log-rank® -1.762 0.078

a. La prueba de Gehan-Wilcoxon da mds peso a las observaciones iniciales. Esta prueba es mds
sensible para detectar diferencias en la supervivencia al comienzo de la vida.

b. La prueba log-rank asigna igual peso a todas las observaciones.

Ninguna de las pruebas no paramétricas realizadas (i.e., Gehan-
Wilcoxon y log-rank) mostré diferencias estadisticas significativas entre las
funciones de supervivencia de ambas cohortes, independientemente de los
diferentes pesos asignados a la supervivencia en edad temprana en cada

una de dichas pruebas.
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Una prueba de Levene para la homogeneidad de varianzas mostrd
que la varianza de la distribucion de muertes en la cohorte post-
partenogénesis era significativamente mayor que para la cohorte post-
diapausa (estadistico W de Levene = 63.73, g.l. = 1, 142, p < 0.001). Este
resultfado confirma la mayor sincronia en las muertes de la cohorte post-
diapausa. No se encontrd correlacion entre los tiempos de supervivencia de
las hembras de la cohorte post-diapausa y el tiempo necesario para la
eclosion del huevo diapdusico del cual procedian (r de Pearson = 0.212, n =
69, p =0.081).

Cuando se aplicaron los métodos paramétricos de andlisis de
supervivencia a nuestros dos conjuntos de datos, se encontré que la
supervivencia de la cohorte post-partenogénesis no se ajustd a ninguna de
las funciones tedricas ensayadas (exponencial, Weibull, Gompertz, y lineal-
exponencial; p < 0.001, en todos los casos). En el caso de la cohorte post-
diapausa, los datos observados no se ajustaron a tres de las funciones
tedricas probadas (exponencial, lineal-exponencial, y Gompertz; p < 0.05), y
no se encontraron diferencias significativas entre la funcidn de riesgo de la
cohorte post-diapausa y una distribucion de tipo Weibull (p = 0.532). Los
valores de log-verosimilitud obtenidos bajo este modelo para los fres métodos
de ponderacidn utilizados resultaron ser muy proximos, si bien el valor mdximo
de log-verosimilitud se encontré cuando no se aplicé ningin peso a la tasa

de riesgo (wx =1).

Reproduccidén bajo condiciones de privacion de alimento

Mientras que ninguna hembra de la cohorte post-diapausa tuvo
descendientes, el 40 % de las hembras de la cohorte post-partenogénesis
produjo algun descendiente a lo largo de su vida. En la figura 6.4 se muestra
la distribucion del éxito reproductivo (expresado como el nimero de

descendientes producidos por una hembra a lo largo de su vida) de las
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hembras asexuales en la cohorte post-partenogénesis. Del total de hembras
reproductivas, el 82.7 % fueron asexuales, mientras que el 13.3 % restante

produjo descendencia masculina.
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Figura 6.4. Distribucién de la proporcion de hembras de la cohorte post-partenogénesis
segun su éxito reproductivo. Los nUmeros sobre las barras indican el nimero de hembras que

produjo cada numero de descendientes.

Un 91 % de las hembras asexuales reproductivas produjeron uno o dos
huevos. Ninguna hembra produjo mds de tres huevos partenogenéticos.
Todos los huevos se desarrollaron en neonatas. La tasa neta de reproduccion
(Ro) de la cohorte post-partenogénesis fue 0.722, y el tiempo medio de
generacion (Gc¢) de 6.23 dias. El valor de la tasa de crecimiento (r) calculada
a partir de estos dos pardmetros fue de -0.05 dias!, lo que implica que en
condiciones de privacion de alimento, la cohorte post-partenogénesis tiene

una tasa de reproduccion indicativa de una poblacion en extincion.
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En la figura 6.5 se muestra la asociacidon entre el tiempo de
supervivencia y la inversion en reproduccion (nUmero de descendientes
producidos por una hembra a lo largo de su vida) en la cohorte post-
partenogénesis. La correlacion entre ambas variables resultd significativa (r
de Pearson =0.795,n =24, p <0.001).

Supervivencia (dias)
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o

Figura 6.5. Relacién entre la supervivencia y el éxito reproductivo de las hembras de la

cohorte post-partenogénesis sometidas a condiciones de privacion de alimento.

Discusion

Se ha propuesto recientemente que las hembras provenientes de huevos
diapdusicos en el rotifero B. calyciflorus son mds resistentes a la privacion de
alimento que las que proceden de huevos partenogenéticos (Gilbert, 2004).
Uno de los mecanismos propuestos para esta mayor tolerancia estd basado
en la mayor cantidad de reservas energéticas (almacenadas en forma de
lipidos) que contienen los huevos diapdusicos, tal y como se ha observado

en los huevos diapdusicos de los rotiferos monogonontes B. calyciflorus y
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Asplanchna sieboldi (Wurdak et al., 1978; Gilbert, 1983). Esta mayor cantidad
de reservas, y en consecuencia mayor inversion energética, implicaria un
mayor coste de produccidn de los huevos diapdusicos frente a los
partenogenéticos, lo cual es consistente con las diferencias entre el nUmero
de huevos de uno y ofro tipo producidos por las hembras a lo largo de su
vida (Gilbert, 1983; Snell y Garman, 1986). Recientemente se ha encontrado
que las hembras de B. calyciflorus procedentes de huevos diapdusicos
poseen también una gran cantidad de reservas en forma de lipidos (Gilbert,
2004). Por otfra parte, en varias especies de claddceros del género Daphnia
se ha demostrado que el contenido en lipidos estd correlacionado
positivamente con las reservas energéticas y la resistencia a condiciones de

privacion de alimento (Tessier et al., 1983).

Una mayor resistencia a las condiciones de privacion de alimento en
el caso de la descendencia post-diapausa con respecto a la descendencia
partenogenética podria tener implicaciones adaptativas, pues los huevos
diapdusicos eclosionan en los sedimentos de lagos y charcas,
probablemente a cierta distancia de la zona donde se concentra el
alimento. Por su parte, los huevos partenogenéticos son transportados por las
hembras de muchas especies de rotiferos practicamente hasta el momento
de su eclosidon, lo que probablemente implica cierto coste energético
(YUfera et al., 2005). Todo esto sugiere que el hecho de eclosionar en las
proximidades de la madre, por ejemplo, donde la madre ha encontrado
alimento abundante para poder reproducirse, seria ventajoso también para
sus descendientes (Gilbert, 1983). Las condiciones ambientales a las que se
enfrentarian las neonatas provenientes de los huevos partenogenéticos
requeririan un menor acopio de reservas. No obstante, los resultados
obtenidos en este estudio para la especie B. plicatilis s.s. no apoyan la
hipdtesis de una mayor tolerancia a las condiciones de privacion de
alimento en hembras provenientes de huevos diapdusicos con respecto a
hembras obtenidas a partir de la eclosidn de huevos partenogenéticos. Estas

Ultimas, en el caso de B. plicatilis s.s., exhibieron tiempos de supervivencia
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mayores que las primeras, aunque las diferencias entre ambos tiempos de
supervivencia no resultd significativa. Mdas aun, algunas hembras
provenientes de huevo partenogenético incluso produjeron descendientes
en estas condiciones. Por el confrario, ninguna hembra de |la cohorte post-
diapausa produjo descendencia, lo que apoya la hipdtesis de que las
hembras obtenidas a partir de la eclosion de huevos diapdusicos en B.
plicatilis s.s. podrian tener niveles menores de reservas que las procedentes
de huevos partenogenéticos. A pesar de esto, los datos obtenidos sugieren
que la resistencia a las condiciones de privacion de alimento de la cohorte
post-diapausa es bastante uniforme. Como resultado, una alta proporcion
de las hembras obtenidas a partir de huevos diapdusicos (60 %) sobrevivid
durante mds tiempo en estas condiciones que la correspondiente proporcion

de hembras obtenidas a partir de huevos partenogenéticos.

Los resultados obtenidos en este capitulo contrastan con el Unico
estudio previo en rotiferos en el que se ha comparado el tiempo de
supervivencia en condiciones de privacion de alimento enfre hembras
obtenidas de huevos partenogenéticos y diapausicos (Gilbert, 2004). En
dicho estudio se encontré que en dos cepas de B. calyciflorus, las hembras
obtenidas de huevos diapdusicos sobrevivian durante mds tiempo (1.2 veces
mds; aprox. 12 horas) en condiciones de privacion de alimento que las
obtenidas de huevos partenogenéticos. A pesar de que nuestro diseno
experimental es similar al realizado por Gilbert, existen algunas diferencias
entre ambos estudios que pueden ayudar en la interpretacion de los
resultados dispares encontrados. En primer lugar, la especie utilizada no es la
misma en ambos estudios. Aungue ambas son con-genéricas, muy
probablemente estas dos especies estdn adaptadas a ambientes diferentes
con respecto a su temporalidad y salinidad (B. plicatilis s.s. ocupa ambientes
salobres mientras que B. calyciflorus es una especie de agua dulce). En
segundo lugar, nuestro diseno experimental, para reproducir en mayor grado
las condiciones naturales, infroduce una mayor variacidn genética en la

poblacidon experimental. Notese, sin embargo, que en el presente estudio,
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como en el de Gilbert, los huevos partenogenéticos y diapdusicos se
produjeron en las mismas condiciones ambientales y los niveles de alimento
nunca fueron limitantes para el crecimiento de la poblacidén experimental a
partir de la cual se obtuvieron los huevos. En tercer y Ultimo lugar, los huevos
diapdusicos en nuestro estudio se almacenaron durante dos meses en
condiciones de baja temperatura y oscuridad para obtener tasas de
eclosion mayores (Hagiwara e Hino, 1989), mientras que en el estudio
realizado por Gilbert no se indica nada a este respecto, lo que hace
presuponer que los huevos diapdusicos se incubaron en las condiciones de
eclosion inmediatamente tras su recoleccion. Si, efectivamente, éste fue el
procedimiento seguido en el citado estudio, ello conllevaria la obtenciéon de

menores tasas de eclosion.

Independientemente de las causas que puedan explicar la
disparidad de resultados entre ambos estudios, nuestros resultados muestran
que la secuencia logica: ‘(1) si un huevo es diapdusico, (2) muestra mayor
acopio de recursos, y entonces (3) se espera una mayor resistencia a las
condiciones de privacion de alimento’ no siempre se cumple. Es posible que
esto se deba a que también se destinen niveles altos de recursos energéticos
a algunos huevos partenogenéticos. Esto ocurriria si la asignacién de recursos
en el caso de los huevos partenogenéticos siguiese un patrén oportunista.
Esto es, algunos huevos partenogenéticos harian mayor acopio de reservas
gue ofros en funcidn de las condiciones en que se hubiesen producido. De
esta forma, los huevos partenogenéticos con mayor acopio de recursos
podrian generar descendientes mds resistentes a las condiciones de
privacion de alimento. Es importante hacer notar aqui que si la funcidon que
relaciona el fiempo de supervivencia en condiciones de privacion de
alimento con la asignacion de recursos es concava (Figura 6.6), entonces la
varianza en la asignacion podria resultar en un incremento de la media del
tiempo de supervivencia de las hembras procedentes de huevos

partenogenéticos (Horn y Rubenstein, 1984; Real y Eliner, 1992).
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Figura 6.6. Funcion de tipo céncavo entre niveles de recursos disponibles y supervivencia. A:
Estrategia conservativa; haya muchos recursos (Raito) 0 p0COs (Rbajo), s€ invierte siempre el
valor medio de recursos (Rmedio) €n el huevo, lo que resulta en un tiempo de supervivencia
fijo (S). Cuando los niveles de recursos son altos, una parte se almacena para complementar
los momentos con niveles de recursos bajos. B: Estrategia oportunista, donde se explota Ila
varianza. Cuando hay niveles altos de recursos se invierten mds en los huevos resultando en
una supervivencia mayor (Sata), y cuando los niveles de recursos son bajos se invierte menos
(Sbaja). Debido a la forma cdncava hipotetizada para la relacidén entre supervivencia vy la
asignacion de recursos, la estrategia B resulta en una supervivencia promedio (Smedia) Mayor
que en el caso anterior. Por simplicidad, se ha supuesto que sdlo hay dos situaciones (niveles
alto y bajo de recursos), y que éstas son equifrecuentes, aunque las conclusiones no

dependen de estos detalles.

Los resultados de nuestro estudio muestran que las hembras
descendientes de huevos partenogenéticos presentan una mayor varianza
en sus tiempos de supervivencia que las procedentes de huevos diapdusicos.
En relacion con este hecho, la funcion de supervivencia de la cohorte post-
diapausa queda bien descrita mediante una funcion tedrica conocida (i.e.,
el modelo Weibull), mientras que esto no ocurre en el caso de la cohorte

post-partenogénesis, 1o que es consistente con la mayor heterogeneidad en
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la supervivencia de esta cohorte. La cohorte post-diapausa presentd una
mayor homogeneidad en la supervivencia pese a que los huevos
diapdusicos son el producto final de la reproduccidon sexual y se espera que
sean mas diversos debido a la recombinacién en una poblacion ya de por si
genéticamente diversa. Si la varianza en la resistencia a las condiciones de
privacion de alimento observada en la cohorte post-partenogénesis es el
resultado de la varianza en los niveles de recursos almacenados en cada
huevo, esto Ultimo podria reflejar la variacion ambiental experimentada por
las madres, o el estado fisioldgico de las mismas (p.ej., diferencias de edad).
Debido al solapamiento de generaciones en la poblacidon experimental, es
posible que en la produccidon de los huevos partenogenéticos que se
recolectaron para el experimento hubieran contribuido hembras de
diferente edad. Este efecto de la edad, que mimetiza lo que ocurriria en
condiciones naturales, podria tener influencia en los procesos de
envejecimiento de la progenie tal y como ha observado en los rotiferos
bdelloides (Lansing, 1954). Segun el llamado ‘efecto Lansing’ la
descendencia de hembras de edad avanzada presenta fiempos de
supervivencia menores que la descendencia de hembras mds jovenes. Por
otra parte, la correlacidon positiva observada en nuestro estudio entre
fecundidad y longevidad de las hembras de la cohorte post-partenogénesis,
en lugar de apuntar a un compromiso (trade-off) entre ambos pardmetros,
sugiere también una mayor varianza en la asignacidén de recursos en 1os
huevos partenogenéticos. El tamano de los huevos partenogenéticos
también podria tener influencia en la longevidad de las neonatas (Kirk, 1997).
Sin embargo, si bien no se realizé un andlisis biométrico, no se apreciaron
diferencias notables en el tamano de los huevos partenogenéticos aislados
para el experimento. El efecto del estado de las hembras y del ambiente en
la asignacion de recursos a los huevos, se espera que sea menor en el caso
de los diapdusicos. Esto se debe a que estos huevos tardan mds tiempo en
ser producidos, de manera que la variaciéon intrinseca (p.ej., la edad de las
madres) y extrinseca (p.ej., la disponibilidad puntual de alimento) podrian

promediarse.
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Permanece abierta la cuestidon sobre si los altos costes de produccion
de los huevos diapdusicos en B. plicatilis, sugeridos por sus bajas tasas de
produccion en comparacion con los partenogenéticos, estdn asociados a
una mayor asignacion de recursos (i.e., contenido en lipidos) como ocurre en
otras especies de rotiferos. Una explicacion alternativa podria basarse en los
costes de producir las envueltas protectoras de los huevos diapausicos. No
obstante, aunque un huevo diapdusico tuviera mds reservas energéticas que
un huevo partenogenético (ambos producidos por la misma poblacién), los
recursos del primero podrian destinarse a ofros procesos, no necesariamente
a la supervivencia de la neonata bajo condiciones de privacion de alimento.
Algunos estudios previos sugieren que las reservas de un huevo diapdusico
podrian agotarse parcialmente durante la diapausa debido al
mantenimiento de un cierto metabolismo basal (Perona y Vallejo, 1989;
Wiliams-Howze et al., 1998; véase tambien el capitulo 5). También es posible
que las hembras neonatas que emergen de un huevo diapdusico consuman
gran parte de sus reservas energéticas en el propio evento de la eclosion.
Hay que tener en cuenta que es necesario romper la cubierta protectora del
huevo y esto podria implicar el consumo de gran canfidad de energia. De
hecho, y en relacidn con esto Ultimo, Santer y Boldt (1998) han observado un
descenso subito en el contenido en lipidos fras la emergencia de larvas
nauplio de copépodo a partir de huevos diapdusicos. En este sentido resulta
interesante la observacion en nuestros experimentos de algunos huevos
diapdusicos en los que la neonata no fue capaz de romper completamente
la cubierta y salir del huevo, de manera que la eclosién no progresd vy la
neonata murid en unas pocas horas. Tampoco debe obviarse la posibilidad
de que las neonatas obtenidas a partir de huevos diapdusicos difieran
fisioldgicamente de las obtenidas a partir de huevos partenogenéticos. Si
esto es asi, seria posible que las tasas metabdlicas de uno y ofro tipo de
hembra difirieran, pudiendo ser mayores en el caso de las hembras
procedentes de huevo diapdusico, tal y como han encontrado Arbaciauskas
y Lampert (2003) en el caso del cladécero Daphnia magna. Si este es el

caso, en condiciones de privacion de alimento, las hembras de la cohorte
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post-diapausa agotarian sus reservas energéticas y moririan antes que las
hembras procedentes de huevos partenogenéticos. Una mayor actividad
metabdlica en las hembras post-diapausa implicaria la necesidad de una

mayor cantidad de recursos alimenticios para el desarrollo y el crecimiento.

Cabe esperar que los huevos diapdusicos en rotiferos, como se ha
observado en especies de claddceros del género Daphnia (Arbaciauskas,
1998), eclosionen en respuesta a estimulos ambientales correlacionados con
condiciones favorables del habitat para el crecimiento y la reproduccion.
Las poblaciones de B. plicatilis s.s. tipicamente habitan charcas temporales
muy someras donde la exposicion a la luz, la temperatura y la oxigenacion
de la columna de agua, al comienzo de una estacion de crecimiento,
pueden promover el desarrollo de algas y también la eclosion de los huevos
diapdusicos. En el caso de esas poblaciones, los estimulos para la eclosion de
los huevos diapdusicos podrian estar particularmente bien correlacionados
con la disponibilidad de alimento en el ambiente préoximo, inmediato a las
neonatas. Esta situacion contrasta claramente con el escenario hipotetizado
para las poblaciones de rofiferos que habitan lagos profundos (por ejemplo,
algunas poblaciones de B. calyciflorus), donde las neonatas tendrian que
migrar verticalmente largas distancias sin alimento, desde el sedimento
profundo donde eclosionan hasta la zona superior de la columna de agua
donde se concentra el alimento. En este caso, la resistencia a la privacion de
alimento, y el acopio de reservas de lipidos, podrian ser adaptaciones

criticas.

Como resultado del estudio descrito en este capitulo, se presenta la
hipotesis de que la asignacion de recursos en la produccion de huevos
diapdusicos podria seguir un patréon conservativo, mientras que en el caso de
los huevos partenogenéticos seria mds oportunista. Se concluye que los
recursos asignados a los huevos diapdusicos no siempre resultan en una
mayor supervivencia promedio de las hembras en condiciones de privacion

de alimento, si se comparan con hembras obtenidas a partir de huevos
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partenogenéticos. Este hecho podria explicarse como una consecuencia de
la diversificacion de las funciones a las que se destinan las reservas
energéticas del huevo diapausico, o fambién como un resultado de la

varianza en la asignaciéon de recursos a los huevos partenogenéticos.
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7

Variacioén intra e interpoblacional
en la produccion de

huevos diapdausicos de rotiferos

Infroduccion

Como ya se ha visto en capitulos anteriores (p.ej., 1y 6), en el ciclo vital de
los rofiferos monogonontes se combinan dos modos de reproduccion: (1)
parfenogenética, que permite obtener altas tasas de crecimiento
poblacional y la rdpida colonizacion del hdbitat, y (2) sexual, que da lugar a
la produccion de huevos diapdusicos. La fase de reproduccion sexual en el
ciclo vital de los rotiferos implica varias etapas (Snell, 1986; Preston et al.,
2000), que incluyen (1) la inducciéon de la reproduccién sexual y la aparicion
de hembras sexuales en la poblacion, (2) la fertilizacidon de dichas hembras, y
(3) la produccién de los huevos diapdusicos. El nUmero de huevos
diapdusicos producidos se ha reconocido como la medida Ultima de
eficacia bioldgica en poblaciones temporales que habitan ambientes
variables, ya que estos huevos constituyen la Unica via para sobrevivir a las
condiciones adversas y recolonizar la poblacidn cuando las condiciones
ambientales adecuadas para el crecimiento y la reproduccion se
restablecen (Serra y King, 1999; Serra et al., 2005). En el caso de las especies
de rotiferos monogonontes del género Brachionus, la induccion de la
reproduccion sexual es dependiente de la densidad poblacional (Gilbert,
1977; Pourriot y Snell, 1983; Snell y Boyer, 1988; Carmona, 1992; Carmona et

al., 1993; 1995; Stelzer y Snell, 2003). A este respecto, existe evidencia reciente
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de que Brachionus plicatilis puede condicionar el medio mediante la
secrecidon de una proteina que actla como senal, en funcidn de su
concentracién en el medio, para la induccidon de la reproduccion sexual

(mixis inducing protein; Snell et al., enviado).

Las hembras sexuales no contribuyen al crecimiento inmediato de la
poblacién, ya que si no son fecundadas producen machos y si lo son
producen huevos diapdusicos. Asi, la reproduccion sexual (mixis), aunque
constituye una inversidn en supervivencia futura a través de la produccion de
huevos diapdusicos, representa un freno al crecimiento inmediato de la
poblaciéon. Por otra parte, para una misma razén de mixis (i.e., proporcion de
hembras sexuales en la poblacién), cuanto mayor es el tamano poblacional
causado por la tasa de crecimiento partenogenético, mayor serd la
produccion de huevos diapdusicos. Por tanto, ambos factores (i.e., el
crecimiento poblacional y la inversion en reproduccion sexual) son
considerados componentes de la eficacia. Las relaciones entre estos dos
paradmetros demogrdficos y la produccion final de huevos diapdusicos se

presentan graficamente en la figura 7.1.

Reproduccién +
sexual
A
+
A\ 4
A .z
. - + Crecimiento + ~ + Produccion
Disponibilidad N oblacional via Tamaho N total de
de recursos P A L poblacional " huevos
partenogénesis diapausicos

Figura 7.1. Relaciones entre los pardmetros demogrdficos del ciclo vital de los rofiferos

monogonontes y la produccién total de huevos diapdusicos.

Debido a que la reproduccion sexual supone un freno al crecimiento

poblacional, debe existr un compromiso entre la inversibn en la
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reproduccion sexual y el crecimiento partenogenético que maximice la
produccion de huevos diapdusicos (Snell, 1987). Ademds, el compromiso
entre estos dos rasgos y la propia produccioén final de huevos diapdusicos
podria variar entre poblaciones de B. plicatilis que habiten ambientes con
diferentes regimenes selectivos (Serra y King, 1999; Schréder, 2005). La
diferenciacion de ambientes selectivos junto con el aislamiento entre
poblaciones ofrecen oportunidades para la aparicion de divergencias en
rasgos de la historia vital y su mantenimiento por adaptacion local (i.e.,
proceso por el cual los individuos de las poblaciones locales tendrdn mayor
eficacia en su propio hdbitat que inmigrantes de otras poblaciones; De
Meester, 1996; Kawecki y Ebert, 2004). De hecho, a partir de estudios con
marcadores moleculares neutros se sabe de la existencia de diferenciacion
genética entre poblaciones de B. plicatilis en relacion con su grado de
aislamiento, lo que ofrece oportunidades para la divergencia en rasgos de la
historia vital entre dichas poblaciones (Gomez et al., 1995; 2000; Ortells et al.,
2000; Ortells 2002). No obstante, si una localidad es muy variable (i.e., incluye
varios regimenes selectivos) podria mantenerse cierto polimorfismo (i.e.,
variabilidad infrapoblacional) y no encontrarse evidencias de adaptacion

local (Spencer et al., 2001).

La reproduccidén sexual en rotiferos depende de factores tanto
intfernos como externos que, en Ultimo término, incidirdn en la produccion
final de los huevos diapdusicos (Gilbert, 1977; Pourriot y Snell, 1983). Entre los
factores internos puede destacarse, en primer lugar, la variacion genética
gue puede existir entre clones y entre poblaciones en la propensidn a la
reproduccion sexual (p.ej., razén de mixis mds o menos alta; Hino e Hirano,
1976; Gilbert, 1977; Carmona et al., 1994). Un segundo factor de tipo interno
es la edad de las hembras, que afecta a la fraccidon de hembras sexuales
producidas en la descendencia (Pourriot y Snell, 1983; Carmona et al., 1994).
Por su parte, entre los factores externos se han reconocido varias condiciones
ambientales con influencia en la produccién final de huevos diapdusicos en

B. plicatilis. Los considerados mds importantes son: (1) la temperatura (Snell,
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1986; Hagiwara y Lee, 1991), (2) la salinidad (Lubzens et al., 1980; Snell, 1986;
Hagiwara et al., 1988; 1989). y (3) la disponibilidad de alimento (Snell, 1986).
Todos estos estudios se han desarrollado con determinadas cepas de B.
plicatilis mantenidas en laboratorio, mientras que la variacién en la
produccion de huevos diapdusicos entre y dentro de poblaciones naturales

de esta especie no se ha abordado hasta el momento.

La distincidon entre la variacion fenotipica de las poblaciones debida
a factores internos y la debida a factores ambientales se estudia fipicamente
mediante experimentos de ‘transplantes reciprocos’ (i.e., experimentos
donde todas las poblaciones se estudian en todas y cada una de las
localidades de origen) o de ‘jardin comun’ (i.e., experimentos donde todas
las poblaciones se estudian en las mismas condiciones) (Reznick y Travis,
1996; Gomez-Mestre y Tejedo, 2003). Este tipo de experimentos permite
identificar y cuantificar la variacion atribuible a la poblacion de origen (i.e.,
diferenciacion genética), a las condiciones ambientales, y a la interaccion
enfre ambas. La existencia de interaccion significativa implica que diferentes
poblaciones responden de forma distinta a distintos ambientes, y es un
indicio de adaptacion local (Lynch y Walsh, 1998; Gomez-Mestre y Tejedo,
2003).

De esta manera, mediante un diseno experimental de ‘jardin comun’,
en este capitulo se ha tratado de responder especificamente a las siguientes
cuestiones: (1) zDifiere la produccion de huevos diapdusicos entre
poblaciones de B. plicatilis sensu stricto en la Peninsula Ibérica? (2) sExiste
variacion dentro de las poblaciones de B. plicatilis s.s. en la produccidn de
huevos diapdusicose (3) Si existe diferenciacion en la produccién de huevos
diapdusicos entre poblaciones, 3depende también de las condiciones
ambientales, atendiendo especialmente a la temperatura y a la salinidad?
(4) sHay indicios de adaptacion local? Y por Ultimo, (5) 3cdmo se combina el

crecimiento poblacional con la inversibn en reproduccion sexual para
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resultar en la produccidon total de huevos diapdusicos en cada una de las

poblaciones estudiadas?

Material y métodos

Poblaciones y clones de estudio

Para el estudio de la variabilidad intraespecifica — entre poblaciones y dentro
de poblaciones — en la produccidon de huevos diapdusicos en la especie B.
plicatilis s.s., se selecciond un subconjunto de seis lagunas del total de
lagunas estudiadas en esta tesis (véase el capitulo 2). Las lagunas
seleccionadas para este experimento junto con su caracterizacion se
presentan en la tabla 7.1. Las lagunas estudiadas representan un gradiente
en la duracidon del hidroperiodo, asi como en las condiciones de salinidad y
temperatura a las que se encuentran las poblaciones activas de B. plicatilis

S.S.

Tabla 7.1. Caracteristicas de las lagunas estudiadas. Los rangos de salinidad y temperatura
corresponden a las condiciones en las que en otros estudios se han encontrado individuos
de la especie B. plicatilis s.s. en la columna de agua. Fuente: Ortells et al. (2000), Gémez et
al. (2002), Lapesa (2004).

Area Profundidad Salinidad Temperatura

Laguna (km2) (m) (g L) (°C) Patrén hidrico
Salada de Chiprana 0.23 50 32-47 15-25 Permanente
Salobrejo 0.36 0.8 8-30 8-25 Semipermanente
Hoya Rasa 0.08 <10 - - Estacional
Hondo Sur 0.13 0.8 8-21 15-25 Semipermanente
Balsa de Santed 0.02 <1.0 17-20 10-20 Episédica

Poza Sur 0.01 1.0 10-32 20-25 Estacional
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Se extrajeron muestras de sedimento superficial de cada una de las
lagunas con una draga de mandibulas tipo Van Veen (Ejkelkamp Agrisearch
Equipment). Posteriormente, mediante la técnica de flotacién en sacarosa
(véase el capitulo 5), se aislaron huevos diapdsicos del complejo B. plicatilis
de cada muestra de sedimento, y se indujo su eclosidn en el laboratorio. Las
condiciones de eclosion utilizadas fueron las mismas que las de capitulos
anteriores (6 g L' de salinidad, 25° C de temperatura, e iluminacion

constante; véanse los capitulos 5y 6).

Las hembras neonatas obtenidas a partir de la eclosion de huevos
diapdusicos aislados del sedimento fueron identificadas taxondmicamente
para su asignacion a la especie B. plicatilis s.s. Para ello, a partir de las
neonatas resultantes de la eclosion de los huevos se fundaron clones por
proliferacion partenogenética mediante cultivo en tubos de ensayo con 40
mL de medio de 12 g L' de salinidad preparado con sales comerciales
(Instant Ocean®, Aquarium Systems), a 25° C de temperatura, y la microalga
Tetraselmis suecica como dalimento. En algunos casos, la identificacion
morfoldégica de las neonatas fue suficiente para descartar clones no
pertenecientes a B. plicatilis s.s. (por su pertenencia a los morfotipos SS y SM,
véase el capitulo 1). Sin embargo, para la discriminaciéon entre clones
pertenecientes a las dos especies con morfotipo L (B. plicatilis s.s. y B.
‘Manjavacas’) fue necesario el uso de técnicas moleculares. En estos casos
se realizd un andlisis de restriccion del gen mitocondrial COI con dos enzimas
(Pvu Il y Kpn 1), que son diagndsticos para B. ‘Manjavacas’ y B. plicatilis s.s.
respectivamente (Campillo et al., 2005). Este andlisis fue llevado a cabo por
Sergi Campillo (doctorando de la Unidad de Ecologia Evolutiva del Institut
Cavanilles de Biodiversitat i Biologia Evolutiva, Universitat de Valencia). Tras el
proceso de identificacion especifica, se obtuvo una coleccién de 30 clones
de B. plicatilis s.s. de cada una de las seis lagunas seleccionadas (180 clones
en ftotal). Estos clones se utilizaron para estudiar la variabilidad en la
produccion de huevos diapdusicos dentro de cada poblaciéon y entre las

distintas poblaciones.
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Los clones de B. plicatilis s.s. s& mantuvieron hasta su uso en los
experimentos en cultivos con 500 mL de medio de 22.5 g L'! de salinidad y a
22.5° C de temperatura, condiciones promedio de las que se utilizarian mds
adelante en los cultivos experimentales. Los animales se alimentaron con la
microalga T. suecica viva administrada ad libitum. Dos veces por semana se
eliminaba el 60 % del cultivo y se sustituia por nuevo medio que incluia
también el alimento. Los cultivos de T. suecica utilizados como alimento se
realizaron simultdneamente a los cultivos de mantenimiento de roftiferos vy
bajo las mismas condiciones de salinidad y temperatura que estos Ultimos.
Para el crecimiento de T. suecica, el medio de cultivo salino se fertilizé con la
formula f/2 de Guillard y Ryther (1962).

Diseno experimental

Se disend un experimento de ‘jardin comun’ en el que los clones
procedentes de las diferentes poblaciones de B. plicatilis s.s. se cultivaron en
el laboratorio en combinaciones de varias condiciones experimentales
controladas. Se determind la produccidén total de huevos diapdusicos en 30
clones de cada una de las seis poblaciones de B. plicatilis s.s., cultivados en
dos condiciones de temperatura (20°y 25° C) y dos salinidades (15y 30 g L1).
Para cada una de las 720 situaciones experimentales resultantes (6
poblaciones x 30 clones x 2 temperaturas x 2 salinidades) se realizaron dos

réplicas, lo que generd un total de 1440 cultivos experimentales.

Previomente a los cultivos experimentales (véase la figura 7.2), se
establecieron cultivos pre-experimentales con el fin de (1) obtener un nimero
suficiente de hembras experimentales, (2) aclimatar los rofiferos a las

condiciones experimentales de alimentacion, y (3) evitar efectos maternos.

Los cultivos pre-experimentales se iniciaron mediante la inoculacion

de aproximadamente 700 hembras procedentes de los cultivos de
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mantenimiento. Para ello, se estimdé la densidad de rofiferos en dichos
cultivos, y se filtrd, a través de una malla de Nytal de 30 um de didmetro de
poro, el volumen necesario en cada caso para obtener el indculo. Las
hembras se resuspendieron en 1 L de medio de cultivo fresco a 22.5 g L'! de
salinidad y se mantuvieron en crecimiento a 22.5° C de temperatura e
iluminacién constante (35 pmol quanta m-2 s-1) durante 5 dias. La densidad
inicial de los cultivos pre-experimentales se fijo de forma que los niveles de
mixis fueran bajos y asi obtener, tras el periodo de cultivo pre-experimental,
un numero de hembras asexuales suficiente con el que iniciar los

experimentos.

En los cultivos pre-experimentales y experimentales se utilizaron
microalgas inertes de T. suecica obtenidas por congelacidon como fuente de
alimento. Previamente al tratamiento de congelacion, se establecidé un
cultivo de gran volumen de T. suecica en las mismas condiciones indicadas
mas arriba. La concenfracidon  celular del cultivo se  estimo
espectrofofométricamente mediante el uso de una curva de calibracion
(véase el capitulo 6). A confinuacion se procedié a la concentracion del
cultivo de microalgas mediante centrifugaciéon a 12.6 G durante 5 minutos.
Para el caso de los cultivos pre-experimentales, el medio con algas se
sometié a varios ciclos sucesivos de centrifugacion hasta su concentracion a
una densidad final de 2 x 106 células mL'. Una vez concentradas las
microalgas se distribuyeron en alicuotas de 25 mL que se congelaron en
tubos de centrifuga a -80° C hasta su uso para la alimentacion de los cultivos
pre-experimentales. Para los cultivos experimentales el medio con algas se
concentré a una densidad final de 50 x 108 células mL! y se repartid en
alicuotas de 100 pL en tubos eppendorf® que se conservaron también a -80°
C. Este procedimiento permitid utilizar microalgas de un mismo cultivo de
origen en todos los cultivos pre-experimentales y experimentales, para
procurar la constancia en la calidad de las microalgas utilizadas como
alimento. Previomente a su uso, las algas se descongelaron a temperatura

ambiente. La concentracion inicial de alimento en los cultivos pre-
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experimentales fue de 105 células mL!. Para mantener las células en
suspension se introdujo en cada cultivo pre-experimental un tubo de
aireacién a baja presion. No se anadié alimento durante el periodo de

cultivo pre-experimental.

Cada uno de los cultivos experimentales se inicid con 12 hembras
ovigeras asexuales, aisladas del cultivo pre-experimental de cada clon, en
una placa de cultivo de poliestireno que contenia 50 mL de medio a la
correspondiente salinidad experimental. A cada una de las placas de
cultivo, se le anadidé un volumen de 100 uL de microalgas congeladas a una
concenfracion de 50 x 10¢ células mL1, de manera que la densidad inicial de
alimento por placa fue de 105 células mL!. Las placas se incubaron a la
correspondiente temperatura experimental. A los cuatro dias después del
inicio del cultivo experimental se anadieron otros 100 uL de algas congeladas
a la misma concentracion, y se dejoé crecer a los rotiferos en las condiciones
experimentales hasta la extincion del clon en el cultivo. Tras ello —entre 1y 2
meses después del inicio de los cultivos experimentales — se procedid al
recuento de los huevos diapdusicos producidos por cada culfivo

experimental.

Paralelamente, con idéntico diseno experimental, los mismos clones y
partiendo de los mismos cultivos pre-experimentales, pero con cultivos
experimentales independientes, Sergi Campillo obtuvo como parte de los
trabajos preparatorios de su tesis doctoral los siguientes pardmetros: (1) la
tasa intrinseca de crecimiento poblacional y (2) un indice de mixis, como
medida de reproducciéon sexual temprana, calculado como la fraccion de
huevos sexuales a los 4 dias de cultivo experimental ((huevos de macho +
huevos diapdusicos)/ total de huevos producidos). Estos pardmetros se
utilizan en la presente tesis para explorar la relacidon entre ellos y la
produccion total de huevos diapdusicos. El trabajo pre-experimental, y su

diseno, fue realizado conjuntamente con Sergi Campillo.
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1. Aislamiento de huevos diapdusicos del sedimento

2. Eclosién de huevos diapdusicos
- 6 g |_-1
- 25°C

- lluminacién constante (150-170 ymol quanta m-2s-)

3. Identificacién taxonémica via morfologia o
andlisis de restriccién

&>

Cultivos de mantenimiento de clones
- 2259l
- 225°C

- lluminacién constante (35 pmol quanta m2 s-1)

- T. suecica viva ad libitum

l 5. Cullivos pre-experimentales

- Densidad inicial: ~0.7 hembras mL!
- 22597

- 225°C
l 5 dias

- lluminacién constante ( 35 umol quanta m2s-1)

- 10° células T. suecica congelada (-80° C) mL"!

6. Cullivos experimentales
- 50mL

- Densidad inicial por placa: 0.24 hembras
asexuales mL!

- 4 combinaciones de salinidad y temperatura:
1.15gL1-20°C
2.15gL1-25°C
3.30gL1-20°C
4.30gL1-25°C

4 dias - lluminacién constante ( 35 umol quanta m2s)
- 105 células T. suecica congelada (-80° C) mL!
Adicion de
alimento

l Extincion linea

PrOdUCC'Qn TE)TO.l de 7. Recuento produccién total de huevos
huevos diapdusicos diapdusicos

Figura 7.2. Diagrama del diseno experimental para el estudio de la variabilidad

intfraespecifica en la produccién de huevos diapdusicos de B. plicatilis s.s.
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Andlisis de los datos

El diseno experimental se corresponde con un diseno jerdrquico-factorial
(Figura 7.3), con seis poblaciones, 30 clones (anidados dentro de poblacion)
cruzados con las combinaciones de dos temperaturas y dos salinidades, vy

con dos observaciones en cada combinaciéon (dos réplicas).

Diseo jerarquico-factorial

Poblacioén 1 Poblacién 2 ... Poblacién 6
- A A A N N
1 23.. 30 73132. 60 151... 180"  Clones
15gL! \;
20° C 2 réplicas por
30g L clon
15gL!
25° C
30 gL

Figura 7.3. Esquema del disefo de andlisis estadistico.

Este diseno experimental es mixto en dos sentidos: (1) porque
combina factores cruzados y subordinados, y (2) porque combina factores

fijos y aleatorios. El modelo lineal fue el siguiente:

Yikimn = U + Si + Tj+ Px + Ci) + SXTij + SXPik + SXCix) + TXPik + TXCjik) + SXTXPik + SXTXCijix) + En(ijkim),

donde Yiumn €s la produccion total de huevos diapdusicos, u es la media
general del rasgo, Si indica el efecto fijo del nivel i del factor ‘Salinidad’, T;
indica el efecto fijo del nivel j del factor ‘Temperatura’, Px indica el efecto fijo
del nivel k del factor ‘Poblaciéon’, y Cix el efecto debido al nivel | del factor
aleatorio ‘Clon’ anidado en ‘Poblacion’. SxT; indica el efecto de la

interaccién entre ‘Salinidad’ y ‘Temperatura’, SxPi indica el efecto de la
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interaccion entre ‘Salinidad’ y ‘Poblacion’, TxPx indica el efecto de la
interacciéon entre ‘Temperatura’ y ‘Poblacion’, SxCiy indica el efecto de la
interacciéon entre ‘Salinidad’ y ‘Clon’ dentro de ‘Poblaciéon’, TxCik) indica el
efecto de la interaccién entre ‘Temperatura’ y ‘Clon’ dentro de ‘Poblacidén’,
SXTxPjx indica el efecto debido a la triple interaccion entre los factores
‘Salinidad’, ‘Temperatura’ y ‘Poblacién’, y SxTxCik) indica el efecto debido a
la triple interaccién ‘Salinidad’, ‘Temperatura’ y ‘Clon’ dentro de ‘Poblacion’.
El término enim) €5 una medida del error experimental, de la variacién no
controlada en el experimento. El andlisis estadistico para este tipo de diseno
fue un ANOVA jerdrquico-factorial de efectos mixtos que se realizé mediante
el paquete estadistico SPSS v. 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).

Para cada una de las poblaciones se estudid cualitativamente la
desviacion con respecto a la produccidon promedio del conjunto de
poblaciones en cada una de las condiciones experimentales, lo que permitio
determinar si las condiciones ambientales donde se produjeron desviaciones
positivas de la produccion de huevos diapdusicos coinciden, al menos en
tendencia, con las condiciones locales donde crece cada poblacion de B.

plicatilis s.s. en la naturaleza.

Para el estudio de la variabilidad intrapoblacional en la produccion
de huevos diapdusicos se estimd, para cada una de las poblaciones en
cada una de las combinaciones de salinidad y temperatura, la componente
genética de la varianza. Para ello se realizaron 24 (6 poblaciones x 2
temperaturas x 2 salinidades) ANOVAs de una via sobre el siguiente modelo

simplificado a partir del anterior:

Yn= MU+ Ci+én

Estas 24 pruebas ANOVA, asi como la implementaciéon de la funcion
de estimacion de los componentes de varianza, también se llevaron a cabo

con el paquete estadistico SPSS v. 12.0.

146



Produccidon de huevos diapdusicos

Las relaciones entre la produccion total de huevos diapdusicos, la
tasa intrinseca de crecimiento poblacional, el indice de mixis temprana, vy
otras caracteristicas de las lagunas estudiadas (drea, profundidad y duracion
del hidroperiodo) se estudiaron mediante andlisis de correlacion utilizando
también SPSS v. 12.0. Noétese que en la variable discreta hidroperiodo
subyace una variacion continua. Para el andlisis de correlacion se
establecieron fres niveles (hidroperiodo de corta, media y larga duracion),

con valores 1,2y 3 respectivamente (véase el capitulo 2).

Resultados

Produccion de huevos diapdusicos

El ANOVA jerdrquico-factorial aplicado a la produccion de huevos

diapdusicos reveld la existencia de efectos significativos de todos los factores

y de algunas interacciones (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. ANOVA jerdrquico-factorial sobre la produccién de huevos diapdusicos de B.

plicatilis s.s.

Fuente de variacion g.l F p
Salinidad 1,174 279.64 <0.001
Temperatura 1,173 71.34 <0.001
Poblacion 5,174 43.39 <0.001
Clon (Poblacion) 174,198 1.47 0.001
Salinidad x Temperatura 1,174 0.40 0.530
Salinidad x Poblacién 5,174 13.84 < 0.001
Salinidad x Clon (Poblacion) 174,173 3.90 <0.001
Temperatura x Poblacién 5,173 2.34 0.044
Temperatura x Clon (Poblacién) 173,173 1.82 <0.001
Salinidad x Temperatura x Poblacién 5,174 0.79 0.561
Salinidad x Temperatura x Clon (Poblacién) 173, 698 2.71 < 0.001
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Se encontraron diferencias significativas debidas a la salinidad. En
promedio, la produccidn de huevos diapdusicos resultd mayor a 15 g L' que
a 30 g L. También se detectd un efecto de la temperatura sobre la
produccién de huevos diapdusicos. Esta siempre fue mayor a la mayor
temperatura ensayada (25° C). Ademds, la produccion total de huevos
diapdusicos varid entre las diferentes poblaciones estudiadas. La poblacidon
de Balsa de Santed produjo los niUmeros mds altos de huevos diapdusicos
independientemente de la combinaciéon de condiciones ensayadas. El
ANOVA jerdrquico-factorial también indicd la existencia de un efecto
significativo sobre la produccion de huevos diapdusicos de la interaccion
entre salinidad y poblacion. Este efecto puede apreciarse en la figura 7.4
observando la diferencia entre las pendientes de las rectas que unen las

producciones medias de huevos diapdusicos de cada laguna a 15y 30 g L!

de salinidad.
20°C 25°C
g 120 120
3 —&— Salada de chiprana
—O— Salobrejo |

% 100 1 —v— Hoya Rasa 100

3 —v— Hondo Sur

o —=&— Balsa de Santed |

8 80 1 —O— Poza Sur 80

T

n

o

o 601 0 |

=

S

[}

T 40 | 40 1

c

0

o }\f

S5 20 20 1 %

©

9 %

“ 0 ‘ ‘ 0 ‘ ‘

15 30 15 30

Condiciones experimentales de salinidad (g L")

Figura 7.4. Normas de reaccién de la produccion total de huevos diapdusicos de cada poblacién
de rofiferos de la especie B. plicatilis s.s. en relacién con la salinidad y la temperatura. Los valores

representan medias + el error tipico.
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El andlisis de las desviaciones con respecto a la produccion promedio
muestra que la poblacién de Balsa de Santed produjo mds huevos
diapdusicos que el promedio de poblaciones estudiadas cualesquiera que
fueran las condiciones ensayadas (Tabla 7.3). La poblacion de Poza Sur
también produjo mds huevos diapdusicos que el promedio de todas las
poblaciones en todos los casos, pero la desviacion resultd mayor a baja
temperatura (20° C). Las poblaciones de Hondo Sur, Hoya Rasa y Salobrejo
siempre produjeron menos huevos diapdusicos que el promedio. Por Ultimo,
la poblacion de Salada de Chiprana produjo mds huevos diapdusicos que el
promedio de todas las poblaciones en una de las combinaciones de
condiciones ensayadas (30 g LT y 25° C), la cual estd proxima a las

condiciones naturales en las que esta poblacidn habita.

Tabla 7.3. Desviacion con respecto a la produccion promedio del conjunto de poblaciones en
cada una de las condiciones experimentales. Se indican los valores de salinidad y temperatura
asociados a altas abundancias de B. plicatilis s.s. en la naturaleza (véase la tabla 7.1). ++: (valor
mdximo + valor promedio)/2 < valor observado para la poblacidén; +: valor promedio del conjunto
de poblaciones < valor observado para la poblacién < (valor maximo + valor promedio)/2; -:
(valor minimo + valor promedio)/2 < valor observado < valor promedio; --: valor observado <
(valor minimo + valor promedio)/2. Los valores observados, promedio, mdaximo y minimo son los

valores especificos para cada una de las condiciones experimentales.

Condiciones experimentales Condiciones de campo

20°C 25°C Salinidad Temperatura
Poblacién 15gL' 30glL 15gL7 30glL! (g L) (°C)
Balsa de Santed ++ ++ ++ ++ 17-20 10-20
Poza Sur ++ ++ + + 10-30 20-25
Salada de Chiprana - - - + 35-40 15-25
Hondo Sur - - - - 10 10-20
Hoya Rasa - - - - - -
Salobrejo - - - - 8-15 8-25
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El ANOVA jerdrquico-factorial (Tabla 7.2) también indicd la existencia
de diferencias significativas en la produccién de huevos diapdusicos entre
clones dentro de cada poblaciéon, lo que significa que existe variacion
genética intrapoblacional. Mds aun, los clones denfro de cada poblacion
presentaron respuestas diferenciales con respecto a la salinidad y a la
temperatura ensayadas (i.e., efecto significativo de la interaccion ‘Salinidad
x Clon (Poblacion)’ y ‘Temperatura x Clon (Poblacion)’). En la figura 7.5 se
presentan las estimaciones de las componentes genéticas de la variacion
infrapoblacional en la produccidn de huevos diapdusicos para cada una de
las poblaciones en las distintas condiciones experimentales. Dicha figura
muestra de forma consistente que Balsa de Santed y Poza Sur son las
poblaciones con mayor varianza genética para la produccion de huevos

didpausicos en todas las condiciones ensayadas.

10000
O ® Salada de Chiprana
O Salobrejo
v Hoya Rasa
u v Hondo Sur
o ®m  Balsa de Santed
O Poza Sur
[ J
O 1000 A
kY, v - o
—
\g e ®)
(] v ®
o .
g o
g ; :
% 100 Y v ’
>
(V)
10 T T T T

15gL1-20°C 15glL'-25°C 30gl'-20°C 30gl'-25°C

Figura 7.5. Valores de varianza genética en la produccién total de huevos diapdusicos para

las poblaciones estudiadas en cada una de las condiciones experimentales.
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Notese que los valores de la varianza genética son en general muy
altos para el conjunto de poblaciones estudiadas. Esto indica una alta
variabilidad infrapoblacional para la produccidon total de huevos

diapdusicos.

Relaciones entre la produccion de huevos diapdusicos y ofros pardmetros

demogrdficos

Cuando se analizan los valores medios para cada poblaciéon y condicion
experimental ensayada, existe una correlacion significativa entfre  la
produccion total de huevos diapdusicos y la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional (r de Pearson = 0.445, n = 24, p = 0.029). La produccidn total de
huevos  diapdusicos fambién  estd  correlacionada  positiva  y
significativamente con el indice de mixis estimado (r de Pearson = 0.416, n =
24, p = 0.043). No se encontré correlacion enfre la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional y el indice de mixis (r de Pearson =-0.021, n =24, p
=0.923).

Las relaciones entre estas tres variables (tasa intrinseca de
crecimiento poblacional, indice de mixis y produccion total de huevos
diapdusicos) se muestran grdficamente para cada una de las poblaciones
estudiadas en la figura 7.6, en la que se observa la baja variacion
presentada por el indice de mixis dentro de cada una de las poblaciones de
B. plicatilis s.s. — contrastando con cierta variacidon entre poblaciones — y su
independencia con respecto al valor de la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional. Para valores similares del indice de mixis, el aumento en la tasa
de crecimiento estd generalmente asociado a una mayor produccion de
huevos diapdusicos. Esta tendencia se aprecia claramente en las
poblaciones de Poza Sur y Balsa de Santed. Para el resto de poblaciones

estudiadas no se observd una tendencia tan clara.
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Salada de Chiprana Hondo Sur

120

100

Hoya Rasa Salobrejo

Poza Sur

Figura 7.6. Relacién entre la produccién total de huevos diapdusicos (P), el indice de mixis
(m) vy la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r) en cada una de las poblaciones
estudiadas. Los valores son las medias para cada una de las condiciones experimentales

ensayadas. Nétese que las poblaciones se han ordenado horizontalmente por pares segin
la similitud de sus patrones.
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En la figura 7.7 se muestra cdémo se combinan la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional y el indice de mixis para generar una determinada
produccion de huevos diapdusicos. En cada poblacién, cada uno de los tres
pardmetros estudiados (tasa intrinseca de crecimiento poblacional, indice
de mixis y produccion total de huevos diapdusicos) se valora, de manera
andloga a la tabla 7.3, segun una escala cualitativa de cuatro niveles
establecida sobre el rango de sus valores medios para el conjunto de

poblaciones y condiciones ensayadas.

indice de mixis

Muy bgjo Bajo Alto Muy alto
. Muy baja
Mvuy bajo Salobrejo
O
c
0 9
= 8 Baja
U o .
9 9 Bajo Chiprana
2 s
£ £
= o
g £ Alto
2 o
(]
S
(¥ Alta
Muy baja Muy baja Poza Sur
Muy alto Hondo Sur Hoya Rasa Muy alta
Balsa de Santed

Figura 7.7. Produccién total de huevos diapdusicos resultante de la combinaciéon entre tasa
intfrinseca de crecimiento poblacional e indice de mixis de las poblaciones estudiadas. Las
clases consideradas se han calculado de forma andloga a las de la tabla 7.3. La

correspondencia es la siguiente: Muy alto, ++; Alto, +; Bajo, -; Muy bajo, --.

La combinacién de valores bajos de la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional y del indice de mixis resulta en una baja produccion de huevos
diapdusicos (Salada de Chiprana). Cuando la tasa de crecimiento es baja y
el indice de mixis temprana es alto, la produccion total de huevos

diapdusicos es baja (véase el caso de la poblacion de Salobrejo) pues no se
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alcanza un tamano poblacional elevado. La situacidn opuesta — esto es, alta
tasa de crecimiento poblacional y bajo indice de mixis — fambién resultd en
una baja produccion de huevos diapdusicos (Hondo Sur). Por Ultimo, la
combinacién de valores altos de los dos pardmetros no siempre resultd en
valores altos de la produccion total de huevos diapdusicos (véase el caso de
la poblacidn de Hoya Rasa frente a las poblaciones de Balsa de Santed vy
Poza Sur). Noétese que los resultados obtenidos parecen ser muy
dependientes de una de las condiciones experimentales ensayadas (15 g LT
y 25° C) que, en promedio, resulta en la mayor produccion de huevos

diapdusicos (véase la tabla 7.3).

Por otra parte, los pardmetros demogrdficos analizados mostraron
ciertas relaciones con caracteristicas cuantificables del hdbitat (dreq,
profundidad y duracion del hidroperiodo). Se encontré una relacion
negativa y significativa entre el indice de mixis y la duracion del hidroperiodo
(r de Pearson =-0.690, n = 24, p <0.001), asi como también entre dicho indice
y el drea (r de Pearson = -0.408, n = 24, p = 0.04) y la profundidad de las
lagunas estudiadas (r de Pearson = -0.514, n = 16, p = 0.04). La produccion
total de huevos diapausicos también se relaciond negativamente con la
duracién del hidroperiodo (r de Pearson =-0.671,n =24, p <0.001) y el drea (r
de Pearson = -0.566, n = 24, p = 0.004), pero no asi con la profundidad de las
lagunas estudiadas (r de Pearson = 0.004, n = 16, p = 0.989). Ninguna de las
tres caracteristicas de los hdbitats estudiadas mostré correlacion con la tasa

intfrinseca de crecimiento poblacional.

Discusion

Nuestros resultados muestran la existencia de diferenciacidn en rasgos
ecoldégicos en las poblaciones de B. plicatilis s.s. que habitan las lagunas y
charcas de la regién oriental de la Peninsula Ibérica. En este sentido, este

trabajo constituye el primer estudio poblacional en rotiferos que pone de
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manifiesto dicha diferenciacion. Ademds, en este trabajo el rasgo analizado
ha sido la produccidén total de huevos diapdusicos que es una medida de
eficacia bioldgica, lo que plantea la cuestion de por qué existe
diferenciacién en una medida de eficacia cuando lo esperable es que la
seleccion natural hubiera maximizado el rasgo en todas las poblaciones. Una
posible explicacidon se basaria en la existencia de presiones de seleccidon
divergentes sobre las diferentes poblaciones y de compromisos (i.e., una
poblacidon no puede hacerlo todo bien en todos los ambientes) de manera
gue unos ambientes serdn mejores que ofros para la produccion de huevos
diapdusicos dependiendo de la poblaciéon. Estos compromisos se ponen de
manifiesto en la existencia de interaccion significativa entre poblacion vy
ambiente (Lynch y Walsh, 1998; Gomez-Mestre y Tejedo, 2003). Por tanto, las
interacciones detectadas en el presente estudio apuntan a la existencia de
compromisos en la adaptacion a las condiciones ambientales como causa
de las diferencias de eficacia observadas entre las poblaciones en las

condiciones de laboratorio.

Como ya se ha dicho, los hdbitats que se han estudiado en esta tesis
difieren en muchas propiedades, particularmente en la temperatura vy la
salinidad, dos condiciones que se han estudiado especificamente en nuestro
diseno experimental. Los resultados muestran la existencia de interaccidon
altamente significativa entre poblacién y salinidad, lo que indica que no
todas las poblaciones responden de igual manera al cambio en salinidad. En
el caso particular de la poblacion de Salada de Chiprana, que es la laguna
con mayor salinidad de todas las estudiadas aqui, se ha encontrado que la
produccion de huevos diapdusicos — vy, por tanto, la eficacia — excede lo
esperado en los tratamientos experimentales de alta salinidad. Este resultado
es un indicio de adaptacidén local. Por otra parte, se ha encontrado que las
poblaciones de Balsa de Santed y Poza Sur, cuyas dos lagunas de origen se
caracterizan por ser de pequeno tamano y tener hidroperiodos de corta
duracion, produjeron mds huevos diapdusicos que el resto de poblaciones

de lagunas mds grandes y que albergan agua durante periodos mdas largos
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de tiempo, lo que sugiere que debe haber un tipo de respuesta comun en la
produccidon de huevos diapdusicos en relacidon con las caracteristicas de
tamano y temporalidad. Estos factores, no contemplados como variables en
el diseno de nuestros experimentos, también podrian explicar la divergencia

observada en la produccidn de huevos diapdusicos entre poblaciones.

La mayor produccidén de huevos diapdusicos encontrada en las
poblaciones de Balsa de Santed y Poza Sur, para todas las condiciones
ensayadas podria explicarse porque — de forma similar a como se ha
hipotetizado en capitulos anteriores (véase el capitulo 4) - la tasa de
evolucion fuera diferente entre lagunas sometidas a distinfos regimenes
selectivos, siendo mayor en estas dos poblaciones. Alternativamente,
también es posible que la mayor produccidon de huevos diapdusicos
observada en estas dos poblaciones se deba a una preadaptacion a las
condiciones experimentales del laboratorio, quizds en relacion con la
circunstancia de un aprovisionamiento del alimento en grandes pulsos. La
primera hipdtesis no se ve apoyada por los altos valores de varianza
genética infrapoblacional encontrados en estas dos poblaciones, ya que si
la tasa de seleccion fuese mayor en éstas se esperaria una mayor erosion de

dicha varianzo.

Los datos demuestran la existencia de variaciéon intrapoblacional en
la produccidén de huevos diapdusicos. La produccidn varia entre clones
dentro de cada una de las poblaciones y, mds aun, los clones de una
poblacidn presentan respuestas diferenciales con respecto a la salinidad y la
temperatura, lo que sugiere la existencia de diferenciacion ecoldgica entre
clones incluso dentro de una poblacidn. A este respecto, el hecho de que las
lagunas estudiadas presenten una marcada heterogeneidad temporal
(Lapesa, 2004), podria fomentar el mantenimiento de cierfo grado de

polimorfismo (Spencer et al., 2001).
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Por otfra parte, nuestros resultados muestran que la salinidad y la
temperatura también tienen efectos significativos sobre la produccion de
huevos diapdusicos. Todas las poblaciones produjeron mds huevos
diapdusicos a 15 g L't que a 30 g L', una regularidad que se mantiene con la
temperatura. B. plicatilis s.s. €s una especie que se caracteriza por su
eurihalinidad (ha sido encontrada en aguas de 2 a 45 g L1 de salinidad;
Ortells, 2002; Ortells et al., 2003; Lapesa, 2004), si bien en estudios previos se
han encontrado costes asociados al aumento de la salinidad del medio
(Lowe et al., 2005), lo que podria implicar una menor produccion de huevos
diapdusicos. En lo que respecta al efecto de la temperatura, se sabe que en
general en el género Brachionus las componentes de eficacia aumentan
conforme aumenta la temperatura (Miracle y Serra, 1989). Notese, sin
embargo, que los valores de temperatura ensayados en nuestros
experimentos se encuentran dentro del rango preferido por las poblaciones

de B. plicatilis s.s. (Gomez et al., 1997; Hagiwara y Lee, 1991).

La variacion en la produccidon de huevos diapdusicos depende del
compromiso entre otfros rasgos de la historia vital (Figura 7.1), tal y como
pone de manifiesto su correlacion positiva y significativa con la tasa
intfrinseca de crecimiento poblacional y con el indice de mixis. Un resultado
particularmente interesante es que los valores del indice de mixis se
mantienen dentro de un intervalo bastante restringido en cada una de las
poblaciones estudiadas. Estos valores tan conservativos de reproducciéon
sexual sugieren la existencia de estrategias de inversion sexual determinadas
en cada poblacion. Estas estrategias parecen ser, pues, relativamente
independientes de las tasas de crecimiento poblacional o de las condiciones
de salinidad y temperatura. Segun la teoria de los ciclos vitales, los patrones
de reproduccion sexual deben estar sometidos a grandes compromisos en
funcion de las condiciones de predecibilidad del habitat (Carmona et al.,
1995; Serra y King, 1999). Un resultado interesante a este respecto es que los
valores del indice de mixis mds altos se encontraron en las poblaciones que

habitan las lagunas mds pequenas y con hidroperiodos mds cortos (Poza Sur

157



Capitulo 7

y Balsa de Santed). Este tipo de ambiente se considera mds inestable,
susceptible a la variacién ambiental como factor de riesgo, de manera que
las poblaciones de rotiferos que los habitan realizan una inversibn en
reproduccion sexual acorde con las predicciones tedricas, segun las cuales
en ambientes impredecibles se espera una iniciacion temprana y sostenida
de la reproducciéon sexual (Carmona et al., 1995; Serra y King, 1999). Por su
parte, la tasa de crecimiento poblacional, ofra componente de eficacia
bioldgica que determina la produccién total de huevos diapdusicos, parece
ser mdas dependiente de las condiciones ensayadas de salinidad vy
temperatura que de la temporalidad de las poblaciones. Estos compromisos
entre rasgos, y entre éstos y las condiciones ambientales, impiden que los
organismos maximicen su eficacia en todos los ambientes (Brown y Venable,
1986), lo que, como ya se ha dicho anteriormente, es un pre-requisito para la

divergencia entre poblaciones.

En resumen, la existencia de divergencia entre las poblaciones de B.
plicatilis s.s. y de una funcion hipotética de la adaptacion a las condiciones
locales vienen apoyados por los siguientes resultados obtenidos en este
capitulo: (1) la diferenciacion ecoldgica en la produccién de huevos
diapdusicos entre poblaciones, (2) la existencia de interaccion entre
poblacién y ambiente para este rasgo, (3) el exceso de produccion de
huevos diapdusicos, con respecto a lo esperado, observado en la poblacién
de Salada de Chiprana en condiciones de salinidad proximas a las que le
son localmente propias, y (4) la semejanza en los perfiles de produccidn de
huevos diapdusicos, y su diferenciacion del resto, de dos poblaciones (Balsa
de Santed y Poza Sur) procedentes de hdbitats con caracteristicas similares

de tamano y temporalidad.
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Consideraciones finales,

perspectivas y conclusiones

Consideraciones finales y perspectivas

Es ampliamente reconocido que la diapausa es una etapa esencial de 1os
ciclos vitales de los organismos zooplancténicos que habitan ambientes
temporalmente variables, pues permite la supervivencia de las poblaciones
durante los periodos adversos. No obstante, y a pesar de antiguas
aproximaciones fenomenoldgicas (p.ej., Weismann, 1876; Sars, 1885), su
estudio desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva apenas lleva tres
décadas de desarrollo formal y en el caso de los rotiferos este periodo es
incluso md&s corto si detraemos los estudios de induccidn de la reproduccion
sexual asociada al inicio de la diapausa. En este sentido, los resultados de la
presente tesis contribuyen a ampliar de manera importante la escasa
informacion que hasta la fecha se tenia de los bancos de huevos
diapdusicos de rotiferos. En esta tesis se han cubierto diferentes aspectos de
la demografia de los bancos de huevos diapdusicos del complejo de
especies del rotifero Brachionus plicatilis tales como la produccion de
huevos, su supervivencia en el sedimento y su capacidad de eclosion. Todos
estos procesos tienen importantes implicaciones en la dindmica vy viabilidad
de las poblaciones naturales de rotiferos, son bien componentes de eficacia,
bien una medida directa de la misma (i.e., la producciéon de huevos
diapdusicos); por tanto, estdn sometidos a seleccion natural. Es por ello que

un esfuerzo importante en esta tesis se ha dirigido a estudiar como varian
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estos procesos bajo distintas condiciones ambientales que constituyen
diferentes regimenes selectivos. Las aproximaciones utilizadas en las
investigaciones realizadas incluyen (1) estudios descriptivos de los bancos de
huevos diapdusicos producidos por las poblaciones naturales del complejo B.
plicatilis, (2) estudios experimentales con poblaciones de laboratorio, y (3)
estudios con poblaciones tedricas mediante el desarrollo de modelos
matemdaticos. Tal y como sugiere Park (1946), en los estudios poblacionales
ecoloégicos deberia intentarse una combinaciéon de todos estos fipos de
aproximacion. Por una parte, los experimentos y datos de campo deben
servir para parametrizar los modelos. Por otra parte, los modelos tedricos
aclaran la interpretacion de las observaciones realizadas en el laboratorio y
en la naturaleza, pero ademds, a partir de los propios modelos tedricos
deben plantearse hipdtesis para ser comprobadas mediante observaciones

y experimentos (Gillman y Hails, 1997; Aparici, 1999).

Los objetivos planteados en esta tesis se han logrado en parte
mediante un intfenso trabajo descriptivo de la distribucion, abundancia vy
edad de los bancos de huevos diapdusicos del complejo B. plicatilis para los
que previamente se disponia de escasa informacién (capitulo 2). A partir de
este trabajo descriptivo se han podido contrastar los patrones de
abundancia y viabilidad de los bancos de huevos de rofiferos con los de
otros grupos de organismos zooplanctdnicos hasta ahora mucho mds
estudiados. Ademds, la descripcion detallada respecto a la tipologia de
huevos diapdusicos hallados en el sedimento ha hecho posible constatar la
importancia del deterioro de los huevos diapdusicos mientras estdn
enterrados en el sedimento, y ha permitido estimar el reclutamiento desde el

sedimento a las poblaciones activas en la columna de agua (capitulo 5).

Una aproximacion comun en el estudio de los bancos de huevos
diapdusicos consiste en presentar estudios descriptivos asociados a modelos
conceptuales sobre la dindmica de los bancos (De Stasio, 1989; Cdaceres y

Hairston, 1998; Marcus y Boero, 1998). No obstante, esta metodologia, si no es
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complementada con oftro tipo de datos, no es satisfactoria, ya que no todos
los procesos que afectan a los bancos pueden inferirse a partir de la simple
cuantificacion de los huevos viables del sedimento, que son los Unicos
estudiados comUunmente en frabajos previos a esta tesis. Por otra parte,
existen algunos estudios en los que la implementacion de modelos
matematicos formales, en oposicion a los modelos conceptuales, se ha
probado particularmente Util para el estudio de aspectos concretos de la
diapausa (p.ej., el ‘efecto de almacenamiento’ y la coexistencia entre
especies, que se verd mds adelante; Cdceres, 1997b; o la estrategia optima
de eclosidon en charcas efimeras; Eliner et al., 1998; Ripley et al., 2004). En esta
tesis también se ha utilizado un modelo matemdtico, esta vez para relacionar
aspectos estructurales con aspectos dindmicos de los bancos de huevos
diapdusicos (capitulo 3). Como ya se ha avanzado, en este modelo se han
incluido procesos anteriormente no estudiados pero que se han revelado
importantes a partir del estudio descriptivo realizado previamente (p.egj., el
deterioro de los huevos diapdusicos en el sedimento). Este modelo muestra
que la abundancia y composicion tipoldgica del banco reflejan la
importancia relativa de los principales procesos que afectan a la dindmica
de los bancos (produccion, deterioro y eclosion de los huevos diapdusicos).
Posteriormente, mediante un andlisis conceptual basado en la teoria general
de la diagpausa (Cohen, 1966), se han relacionado estos procesos con
caracteristicas de los hdbitats que actian como presiones de seleccidon. La
vinculacién entre los dos modelos (demogrdfico-matemdatico y evolutivo-
conceptual) ha permitido asociar caracteristicas de la columna de agua
(adversidad, impredecibilidad) y del sedimento (adversidad) con la
composicion tipoldgica de los bancos de huevos. Los resultados de ambos
modelos han servido para comparar y clasificar las diferentes lagunas
estudiadas segun sus efectos demogrdficos sobre los bancos de huevos

diapdusicos (capitulo 4).

En muchos estudios sobre bancos de huevos diapdusicos se han

llevado a cabo experimentos de laboratorio para estimar la capacidad de
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eclosidon de los huevos del sedimento y determinar el tamano del banco de
huevos todavia viables enterrados en el sedimento (Marcus, 1990; Marcus et
al., 1994; Viitasalo y Katajisto, 1994; Katajisto, 1996; Hairston et al., 1995; 1999;
Cousyn y De Meester, 1998; Jiang et al., 2004). El estudio de viabilidad
realizado en esta tesis (capitulo 5) amplia el dominio de esta aproximacion a
los rotiferos. Ademas, la caracterizacion tipoldgica de los huevos diapdusicos
en funcién de su aspecto externo, y su relaciéon con el éxito de eclosion, ha
permitido establecer relaciones entre el deterioro de los huevos diapdusicos
y su potencial para el reclutamiento de las poblaciones activas como se
senala en las conclusiones finales del citado capitulo. A efectos prdcticos,
también se ha valorado hasta qué punto es vdlida la caracterizacion del
banco de huevos viables a partir de la cuantificacion de huevos diapdusicos
aparentemente sanos, una prdctica comun en la mayoria de estudios de
bancos de huevos de organismos zooplancténicos (Hairston et al., 1995;
Weider et al., 1997; Cdaceres, 1998; Keller y Spaak, 2004). Por Ultimo, los
patrones observados revelan que los procesos de deterioro de los huevos
diapdusicos constituyen un complejo sistema de cambios fisiologicos que
ocurren como consecuencia del envejecimiento natural de los huevos

diapdusicos y/o la inhospitalidad del hdbitat.

Cuando se produce la eclosion de los huevos diapausicos, los rasgos
vitales de las hembras que emergen de ellos deben estar relacionados con
las condiciones especificas del hdbitat al que se van a enfrentar. Estas
condiciones van a ser diferentes de las experimentadas por las hembras
descendientes de los huevos partenogenéticos subitdneos, de manera que
los rasgos vitales en las hembras provenientes de uno y otro fipo de huevo
deben ser diferentes (Gilbert y Schroder, 2004). A pesar de que existen
trabajos muy detallados a este respecto (Arbaciauskas y Lampert, 2003;
Gilbert 2004), éstos son todavia muy escasos y se refieren a un conjunto
parcial de especies y hdbitats — tipicamente lagos profundos —. En esta tesis
se ha ampliado este tipo de estudios con una especie mds (Brachionus

plicatilis sensu stricto, que se anade a las especies Daphnia magna y
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Brachionus calyciflorus de los estudios previos), con el valor adicional de
haber analizado poblaciones de un tipo de hdbitat — lagunas temporales
someras — comun, pero escasamente estudiado a este respecto (capitulo 6).
Las diferencias en rasgos del ciclo vital entre las hembras emergidas de
huevos diapdusicos y de huevos subitdneos deben venir determinadas en
parte desde el momento en que ambos tipos de huevos se producen. Pero
ademdas, es posible que el consumo de las reservas energéticas durante la
diapausa y/o al final de ésta afecte a las caracteristicas del ciclo vital de las

hembras que emergen de los huevos diapdusicos.

La heterogeneidad de los ambientes en los que se ha encontrado B.
plicatilis s.s., asi como su grado de aislamiento, ofrecen oportunidades para
la aparicidon de divergencias en rasgos de la historia vital y su mantenimiento
por adaptacion local (De Meester, 1996). Algunos estudios previos han
demostrado la existencia de diferenciacion en marcadores neutros entre
poblaciones de B. plicatilis s.s., lo que abre la posibilidad de diferenciacion
en rasgos ecologicos (Gomez et al., 1995; 2000; Ortells et al., 2000). En esta
tesis se ha abordado por primera vez en rotiferos el estudio de la
diferenciacion infraespecifica en un rasgo de la historia vital que es, ademds,
una medida de eficacia bioldgica: la produccion de huevos diapdusicos
(Serra y King, 1999; Serra et al., 2005). Dado que las poblaciones de roftiferos
estudiadas en esta tesis son temporales, la consecuencia de la mejor o peor
adaptacion de las poblaciones a las condiciones en la columna de agua
debe fraducirse, respectivamente, en una mayor o menor produccion de
huevos diapdusicos. Mediante un experimento en el laboratorio se ha
podido demostrar la existencia de variabilidad intra e interpoblacional en la
produccion de huevos diapdusicos en B. plicatilis s.s (capitulo 7). Ademds, la
respuesta a las condiciones ambientales ensayadas no es proporcional entre
las poblaciones de estudio, lo que sugiere la existencia de un proceso de

divergencia entre las mismas.
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En su conjunto, como se ha querido resaltar en la anterior exposicion
de las diferentes aproximaciones que se han practicado en esta tesis, los
diferentes estudios presentados contribuyen al conocimiento de la
abundancia, viabilidad y dindmica de los bancos de huevos diapdusicos de
rotiferos, y fienen implicaciones en el conocimiento de la dindmica y
evoluciéon de las propias poblaciones naturales de rotiferos y de la forma en
que finalmente se estructuran las comunidades acudticas, todo lo cual serd
resumido en las conclusiones que se resenan mds abajo. Por otro lado, los
resultados de esta tesis abren varias cuestiones, algunas de las cuales ya se
han esbozado en capitulos anteriores, que podrian ser abordadas en futuros

estudios.

En primer lugar, pueden plantearse cudles son los efectos de la
estructura y la dindmica de los bancos de huevos diapdusicos de rotiferos a
nivel microevolutivo sobre las poblaciones, comunidades y ecosistemas

acudticos donde se integran estos organismos.

A nivel poblacional, la formacién de un banco de huevos
diapdusicos tiene como efectos el alargamiento de los tfiempos de
generacion y el solapamiento de generaciones (Hairston, 1998). Estos dos
fendbmenos conllevan, a su vez, una demora en las respuestas a la seleccidn
natural y la deriva genética, asi como el mantenimiento de la diversidad
genética en las poblaciones (Templeton y Levin, 1979; Hairston y De Stasio,
1988; Ellner y Hairston, 1994). Como sugiere Hairston (1998), para la
comprobacién de que las tasas de evolucidn son menores por efecto de los
bancos se requeriria de un amplio conocimiento sobre (1) la variacion
historica en la expresion de rasgos del ciclo vital asociados a la eficacia
bioldgica, (2) la forma en que varia la selecciéon a lo largo del tiempo, y (3) el
grado de solapamiento de generaciones causado por el banco de huevos
diapdusicos. Como también han senalado Brendonck y De Meester (2003),
los bancos de huevos diapdusicos que presentan huevos viables en

profundidad ofrecen una oportunidad Unica para estudios evolutivos, dado
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que representan un registro accesible de la historia local de las poblaciones y
pueden ser utilizados para estudiar la existencia de diferencias genéticas y
en rasgos de la historia vital entre cohortes de huevos diapdusicos de distinta
edad. Este tipo de estudios ha experimentado un auge importante en los
Ultimos anos sobre todo en bancos de huevos de copépodos y claddceros
(Hairston et al., 1996; 1999; Kerfoot et al., 1999; Cousyn et al., 2001; Ortells et
al., 2005), aungue este no es el caso de los bancos de huevos diapdusicos de

rotiferos que permanecen todavia inexplorados en este sentido.

Los bancos de huevos diapdusicos de las poblaciones de rotiferos
también tienen importancia en las intferacciones entre las especies de la
comunidad zooplancténica. El reservorio poblacional que implica la
diapausa, insensible a la competencia una vez producido, proporciona un
mecanismo para el mantenimiento de la diversidad entre especies
competidoras en ambientes fluctuantes a tfravés de un mecanismo que se ha
denominado ‘efecto de almacenamiento’ (Chesson y Warner, 1981;
Chesson, 1983; Warner y Chesson, 1985; Caceres, 1997b; Philippi, 1998). Este
efecto podria tener especial repercusion para explicar la coexistencia en
simpatria de las especies del complejo B. plicatilis, pues la exclusion
competitiva entre las especies del complejo en la columna de agua no
tendria cardcter definitivo ya que la poblacidon excluida por competencia
podria reaparecer en el futuro en la columna de agua a partir de la eclosion
de huevos diapdusicos del sedimento. A pesar de la existencia de algunos
trabajos tedricos que predicen la coexistencia entre especies competidoras
mediante este ‘efecto de almacenamiento’, la evidencia empirica es ain

escasa (Cdceres, 1997b).

La cuantificacion y caracterizacion de las diferentes formas de
resistencia producidas por los organismos acudticos y que se acumulan en
los sedimentos permite comparar el potencial de riqueza en especies y
diversidad entre diferentes sistemas. Este tipo de estudios, tal y como se ha

realizado hasta el presente, implica la asignacion taxondmica de las formas
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de resistencia mediante identificacion morfoldgica directa o su eclosiéon en el
laboratorio (May, 1987; Della Tomasa et al., 2000; Crispim y Watanabe, 2001;
Duggan et al., 2002; Vandekerkhove et al., 2004). Sin embargo, las técnicas
de identificacidon molecular permitirdn en un futuro el andlisis de diversidad
especifica del banco de huevos diapdusicos y, asi, de la diversidad
potencial residente en el propio hdbitat a efectos de restauracion ecoldgica,
o de recuperacion tras una perturbacién natural (Brendonck y De Meester,
2003; Rice y Emery, 2003). Evaluar este potencial para el caso de los rotiferos
es importante en estudios aplicados de biodiversidad o de conservacion
funcional de los ecosistemas. Es ampliamente reconocido que los rotiferos
constituyen uno de los grupos mayoritarios del zooplancton y que realizan
una funcién ecoldgica fundamental en los ecosistemas de agua dulce vy
salobre, en los que afectan al flujo de energia y la estructuracion de las

comunidades (Dumont, 1977).

Conclusiones

A continuacién se enumeran las principales conclusiones derivadas de esta

tesis:

1.  En los sedimentos de las charcas y lagunas someras de la region
oriental de la Peninsula Ibérica existen bancos de huevos dispdusicos
del complejo de especies Brachionus plicatilis que pueden ser muy
densos (hasta 26000 huevos cm?). La abundancia de huevos
diapdusicos en los bancos constituye una medida de su producciéon
por las poblaciones activas en la columna de agua y varia entre

lagunas en funcién de su localizacion geogrdfica y patrén hidrico.

2. En los bancos del complejo B. plicatilis se pueden reconocer los
siguientes tipos de huevos diapdusicos: (1) huevos con aspecto

saludable, considerados viables; (2) huevos eclosionados, que indican
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el reclutamiento de individuos a la poblacién activa; y (3) huevos

deteriorados, considerados inviables.

Los perfiles verticales de los huevos diapdusicos totales del complejo
de especies B. plicatilis en los sedimentos del conjunto de charcas y
lagunas estudiadas sugieren una alta variacion interanual en la

produccién de huevos diapdusicos.

La proporcidon de huevos deteriorados en los sedimentos del conjunto
de lagunas estudiadas es muy alta (60-95 %), lo que indica una
elevada mortalidad de los huevos en el sedimento. No obstante, los
valores de densidad de huevos con aspecto saludable (2-200 huevos
cm2) muestran que el banco de huevos viables en estas lagunas es
bastante denso y similar en magnitud al de otros grupos de

organismos zooplanctonicos.

Tanto el nimero como la proporcion de huevos con aspecto
saludable disminuyen con la profundidad del sedimento. Este mismo
patrén se observa en su éxito de eclosion y en el tiempo de respuesta
a las condiciones que inducen la eclosidn, lo que sugiere la existencia
de fendmenos de senescencia en los huevos diapdusicos de roftiferos.
La mayor abundancia de huevos con aspecto saludable en las
capas superficiales del sedimento y los resultados del andlisis de
dataciéon, indican que los bancos del complejo B. plicatilis en las
lagunas estudiadas son jovenes con una mediana de edad de entre

3y 30 anos, y una edad mdxima de entre 60 y 80 anos.

La posibilidad técnica de recontar tipos distintos de huevos (i.e., con
aspecto saludable, deteriorados y eclosionados) ha motivado la
elaboracion de un modelo matemdatico que, dando cuenta de la
dindmica de estas categorias, permite relacionar aspectos estdaticos y

dindmicos del banco de huevos.
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Bajo determinados supuestos simplificadores, la razén entre huevos
diapdusicos eclosionados y huevos con aspecto saludable es un
indice de la tasa de eclosion de huevos diapdusicos en el sedimento,
la razén entre huevos deteriorados y huevos con aspecto saludable
es indicativa de la tasa de deterioro de los mismos en el sedimento, y
la suma de todas las categorias de huevos (con aspecto saludable,
deteriorados y eclosionados) es una medida de la tasa de

produccion.

Las altas tasas de deterioro de los huevos diapausicos encontradas
han motivado un andlisis conceptual de las relaciones entre
caracteristicas del hdbitat — actuando como condiciones evolutivas —
y la dindmica de produccion, eclosion y deterioro de huevos. Este
andlisis da por primera vez una gran importancia a las condiciones
del sedimento y predice que la produccion y deterioro de los huevos
diapdusicos estdn respectiva y directamente relacionados con la
calidad de la columna de agua y la adversidad del sedimento,
mientras que las tasas de eclosion de los huevos diapdusicos en el
sedimento son el resultado del balance entre la calidad del
sedimento como refugio y la incertidumbre de la columna de agua.
Como quiera que la importancia de las tasas de produccidn, eclosion
y deterioro puede inferirse de propiedades observables en el
sedimento (razones entre tipos de huevos), nuestro andilisis resulta en
relaciones fdcilmente utilizables con propdsitos de comprobaciéon o

interpretacion.

En aquellos hdbitats donde las condiciones del sedimento son mds
adversas (i.e., en los que las tasas de deterioro de los huevos
diapdusicos son altas) existe una mayor tendencia de los huevos
diapdusicos a escapar de ellas (i.e., las tasas de eclosidon son
elevadas), lo que es consistente con las predicciones del andlisis

tedrico llevado a cabo en esta tesis.



10.

1.

13.

Consideraciones finales

Existe una relacidn negativa entre el grado de reduccion en el
tamano del embrion y el éxito en la eclosion. El 98.9 % de las
eclosiones se obtfuvieron a partir de huevos diapdusicos con
reducciones del embrion inferiores al 25 %; esto es, de huevos con

aspecto saludable.

La correlaciéon entre el nUmero de huevos diapdusicos con aspecto
saludable y su éxito de eclosion indica que la abundancia de este
tipo de huevos es un buen indice del tamano del banco de huevos

viables en los sedimentos de charcas y lagunas.

En la especie B. plicatilis sensu stricto existe una diferenciacion en los
rasgos vitales entre las hembras provenientes de huevos diapdusicos y
las procedentes de huevos partenogenéticos. La  menor
supervivencia y la ausencia de reproduccion, en condiciones de
privacion de alimento, de las hembras provenientes de huevos
diapdusicos puede explicarse por una diversificacion en el uso de las
reservas de los huevos diapdusicos o como resultado de que la
estrategia de asignacion de recursos a estos huevos es diferente de la

de los huevos partenogenéticos.

Existe diferenciacion entre poblaciones de B. plicatilis s.s. en su
produccion total de huevos diapdusicos bajo unas mismas
condiciones ambientales. Esta diferenciacion genética, en un rasgo
ecolégico que constituye un indice de eficacia biolégica, apunta a
una posible funcidon de la adaptaciéon local cuando se combina con
las siguientes observaciones realizadas en esta tesis: (1) existe
interacciéon entre genotipo (poblacidon) y ambiente, (2) la poblacién
de Salada de Chiprana produce un exceso de huevos diapdusicos
en las condiciones mds préoximas a las locales, y (3) dos poblaciones
(Balsa de Santed y Poza Sur) con semejanzas en sus hdbitats tienen

patrones de produccion de huevos diapdusicos similares.
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14.

15.

La relativa constancia de los valores del indice de mixis dentro de las
poblaciones de B. plicatilis s.s. sugiere la existencia de estrategias fijas
de inversion sexual independientes de la respuesta en la tasa
infrinseca de crecimiento poblacional y de las condiciones

ensayadas.

La produccion total de huevos diapdusicos varia entre clones dentro
de cada una de las poblaciones. La marcada heterogeneidad
temporal de las lagunas estudiadas podria explicar el mantenimiento

de este polimorfismo en las poblaciones.

En resumen, la presencia de bancos de huevos diapdusicos en el

sedimento crea una asociacion entre el sedimento y la columna de aguaq, y

la fenologia y propiedades (acopio de reservas, supervivencia de las

neonatas, efc.) asociadas a los huevos diapdusicos son el resultado de las

fuerzas selectivas que operan tanto en la columna de agua como en el

sedimento.
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Apéndice A

Revision bibliogrdfica sobre bancos de huevos

diapdusicos de organismos zooplanctonicos.
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Tabla A.1. Revisidn bibliogrdfica de estudios cuantitativos en bancos de huevos diapdusicos de los principales grupos de organismos del
zooplancton. Los datos previos a 1995 se toman de la revision de Hairston (1996). Los datos correspondientes al periodo 1995-2005 se han

obtenido a partir de los Current Contents de la IS Web of Knowledge. Adviértase que algunos de los estudios abordaron varios grupos
taxondmicos.

Grupo taxonémico

Habitat Rotiferos Cladéceros Copépodos Otros
Continental Profundo Duggan et al., 2002 Cdceres, 1998 Ban, 1992
Nipkow, 1961 Cdceres y Tessier, 2004 De Stasio, 1989
Carvalho y Wolf, 1989 Dowell, 1997
Cousyn y De Meester, 1998 Hairston y De Stasio, 1988
Faustovd et al., 2004 Hairston y Van Brunt, 1994
Hairston et al., 1999 Hairston et al., 1995
Herzig, 1985 Hall'y Burns, 2001
Jankowski y Straile, 2003 Kerfoot y Weider, 2004
Jarnagin et al., 2004 Knapp et al., 2001
Keller et al., 2002
Kerfoot y Weider, 2004
Kerfoot et al., 2004a; 2004 b
Lampert y Krauss ,1976
Moritz, 1987
Weider et al., 1997
Yurista, 1997
Somero 1t0,1958 Vandekerkhove et al., 2005 Libman y Threkeld, 1999 Brendonck y Riddoch, 2000

Schréder, 2001

Gleason et al., 2004
Hildrew, 1985
Mura, 2004
Maffei et al., 2002
Thiery, 1997

Marino, estuarino Marcus et al., 1994
Masero y Villate, 2004
Snell et al., 1983

Viitasalo y Katajisto, 1994

Kankaala ,1983
Madhupratap ef al., 1996
Onbé, 1978 ; 1985
Viitasalo y Katajisto, 1994
Viitasalo y Viitasalo, 2004

Albertsson y Leonardsson, 2000
George y Lindley, 1997
Guerrero y Rodriguez, 1997
Jiang et al., 2004
Kasahara y Uye, 1979
Kasahara et al., 1975
Katajisto, 1996
Katajisto et al., 1998
Lindley, 1990
Madhupratap et al., 1996
Marcus, 1989; 1990; 1991; 1995
Marcus et al., 1994
Masero vy Villate, 2004
Neess, 1996
Uye,, 1983
Viitasalo y Katajisto, 1994

Della Tommasa et al., 2004




Apéndice B

Informe sobre la datacidn con 219Pb y 137Cs de
cores de sedimento de varias lagunas de la

Peninsula Ibérica

Se dataron seis cores de sedimentos procedentes de seis lagunas de la
Peninsula lbérica con los métodos de 219Pb y 137Cs. Cada core tenia una
longitud de diez centimetros y se dividié en cinco secciones iguales de dos
centimetros de espesor. La descripcion detallada del andlisis llevado a cabo
puede encontrarse en los frabajos de Krishnaswami et al. (1971) y de Ritchie
y McHenry (1990). En general, el patron esperado para 219Pb es una
disminucién exponencial con la profundidad en el sedimento, que se supone
que estd provocada por la acumulacion estacionaria de sedimento y el
decaimiento radioactivo del propio 2'9Pb. Las fuentes de 210Pb en el
sedimento son tres: (1) el decaimiento de 22¢Ra en el sedimento (fondo o
background de 20Pb), (2) el aporte de 219Pb de manera directa y (3) de
manera indirecta a partir del decaimiento de 222Rn en la atmdsfera (exceso
de 210Pb). En el caso del 13Cs, se espera un mdximo sub-superficial que
corresponde al aporte que tuvo lugar en 1963, cuando las pruebas de
armamento nuclear en la atmdsfera produjeron un pico en la deposicion de
137Cs. A partir de este dato es posible calcular una tasa de sedimentacion y

datar las diferentes secciones del sedimento.

Los perfiles radiométricos de las lagunas se muestran en la figura B.1.
En tres de los seis casos analizados, los cores no se ajustaron a los patrones
ideales esperados. Los resultados se describen mds abajo, para cada una de

las lagunas estudiadas:
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Figura B.1. Perfiles radiométricos de los cores de sedimento de las seis lagunas estudiadas.
Circulo: 22¢Rq, Tridlngulo negro: 219Pb total, Tridngulo blanco: 219Pb exceso, Cuadrado: 137Cs. Se
representan medias * error tipico. Se indica también, cuando fue posible, la tasa de

sedimentaciéon estimada.
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Salada de Chiprana: No se encontrdé exceso de 210Ppb sobre la
radiacion de fondo. 137Cs presentd el mdximo en superficie, decreciendo
rdpidamente con la profundidad (véase la figura B.1.A). La cantidad total de
137Cs fue baja. Estos patrones son consistentes con una minima acumulacion
de sedimento (prdcticamente inapreciable) en el pasado reciente, o la
erosion reciente del sedimento. Tanto para este core como para el de la
Poza Sur, en las grdficas de la figura B.1 (A y B) se representa el perfil de 210Pb
total, no el exceso de 210Pb (que es igual al total menos el 210Pb aportado a

partir del 22¢Ra).

Poza Sur: No se encontrd 210Pb por encima de la radiacion de fondo
(Figura B.1.B). 1¥Cs estuvo presente en las dos secciones superiores del
sedimento (esto es, los cuatro centimetros superiores del core). La presencia
de '¥Cs hasta cierta profundidad, mientfras que 219Pb estd ausente, es una
inconsistencia dificil de infterpretar. Los resultados sugieren una deposicion

inapreciable, o quizds la pérdida de la parte superior del core por erosion.

Hondo Sur: Como muestra la figura B.1.C, 210Pb estd presente en los
cuatro primeros centimetros del core en cantidades significativas, pero luego
decrece de forma irregular con la profundidad. 137Cs presenta el maximo en
la superficie y luego decrece de forma mondtona con la profundidad del
sedimento. Se sabe que esta charca fue alterada artificialmente hace
aproximadamente 70 anos. Los datos de los radionuclidos son consistentes
con la siguiente interpretacion: los cuatro primeros centimetros del sedimento
representan nuevo sedimento depositado desde que la charca, que hoy
sirve como reserva de agua, fue construida. No estd claro a partir de los
datos si el sedimento se mezcla o se deposita estacionalmente. Por debajo
de los cuatro primeros centimetros de profundidad, el material estd
removido, y los radionUclidos pueden penetrar via mezcla, lo que mimetiza

un efecto de difusion.
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Clot de Galvany: La figura B.1.D muestra como 219Pb decrece de
forma irregular con la profundidad. Los seis primeros centimetros del core
muestran mds cantidad de 210Pb que los cuatro Ultimos centimetros. La
aplicacion del modelo de datacidon estdndar indica una tfasa de
sedimentaciéon de 0.06 £ 0.02 cm ano-'. El pico de 137Cs sugiere una tasa de
sedimentacion media proxima a 0.07 cm ano'. Como se ha senalado,

ambos métodos implican tasas de sedimentacion muy similares.

Salobrejo: Los datos aqui exhiben el patron fipico (Figura B.1.E).
Excepto para la capa superficial, 210Pb disminuye exponencialmente con la
profundidad de forma consistente con una tasa de acumulacion de
sedimento de 0.16 £ 0.01 cm ano-'. El pico de '3Cs, a una profundidad entre
cuatro y seis centimetros, indica una tasa de acumulacion entre 0.10 y 0.15
cm anol. Asi, los dos métodos son consistentes en cuanto a sus resultados.
Los dos primeros centimetros del sedimento se excluyeron del andlisis porque
estaban constituidos practicamente por materia orgdnica, y la cantidad de

sedimento analizable resultdé ser demasiado pequena.

Camino Villafranca: Los perfiles son normales (Figura B.1.F). 210Pb
proporciond una tasa de sedimentacion de 0.19 cm ano-! con un rango de
variacion entre 0.13 y 0.36. El método basado en '37Cs indica una tasa de
sedimentacion entre 0.05 y 0.10 cm ano-'. Si se excluye la seccidén de 8-10
cm, el andlisis de 219Pb proporciona una tasa de 0.11 + 0.02 cm ano! vy la
correlacién resultante es mucho mayor. La coincidencia entre ambos
métodos no es perfecta pero sugiere una tasa de sedimentacion proxima a

0.10 cm ano-.

Para la interpretacion de estos datos, deben considerarse, al menos,

tres limitaciones:
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(1) Para estimar con precision una tasa de sedimentaciéon es preferible
que los registros de radionUclidos sean mds largos que los aqui

disponibles.

(2) Los lagos someros estdn sujetos a fendmenos que pueden perturbar el
sedimento y que pueden dificultar la interpretacion del perfil de

radionuclidos.
(3) Los lagos formados recientemente tienden a presentar patrones de

deposicion temporal mds complejos, que también dificultan el

andlisis.
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Composicion estable en clases de
profundidad del sedimento y clases de estado

de huevos diapdusicos

Como se argumenta — primero -y se ilustra — después — mds abajo, el modelo
matematico propuesto en esta tesis (capitulo 3) para describir la dindmica
de los huevos diapdusicos en el sedimento es consistente con un escenario
ecologico en el que la eclosidon, el deterioro y las pérdidas de los huevos
dispdusicos son dependientes de la edad de los propios huevos y su
profundidad en el sedimento, aunque estas caracteristicas no se hagan
explicitas. Igualmente, el modelo es consistente con un escenario en el que
la mezcla entre capas de sedimento es posible, de tal manera que los
huevos pueden desplazarse verticalmente en el mismo. Sin embargo, el
modelo se basa en el supuesto de que las tasas que describen los procesos
que afectan a los huevos (eclosion, deterioro, pérdida), asi como ofros
aspectos no explicitados (p.ej., la dependencia de las tasas con respecto a
la edad o la profundidad, tasas de migracion entre capas de sedimento,
etc.) son constantes. Al contrario de lo que se presupone, es obvio que
puede existir variacion en los valores anuales que pueden tomar las tasas de
estos procesos. No obstante, puede entenderse que éstas son valores

promedio sobre una escala apropiada de tiempo.

Efectivamente, bajo el supuesto de constancia temporal de las tasas,
la composicion del banco de huevos en lo que se refiere a (1) la edad de los
huevos, (2) la profundidad a la que se encuentran los huevos, y (3) las

diferentes categorias de huevos, debe converger a una composicion
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estable, tal y como predice la teoria general de poblaciones estructuradas
en clases de estado (Caswell, 2001). A continuacion se ilustra mediante un
ejemplo simulado esta convergencia a la composicion estable de clases de
estado. El modelo conceptual en que se basa esta demostracion se presenta
grdficamente en la figura C.1. Noétese que, a diferencia del modelo
presentado en el capitulo 3, se supone la distribucidon de los huevos en dos

capas, con diferentes tasas.

Columna de agua Poblacién

activa
+

Sedimento

superficial E/> Pei

DVIC\V / = ]
1 /D Po1
d D

1 h

h

Sedimento

profundo O /DDDQ />pE2
Pv2 Vv d D E

2 2 2

Figura C.1. Diagrama de la dindmica de bancos de huevos diapdusicos. Las flechas indican
flujos entre tipos de huevos y entre los compartimentos del sistema columna de agua-
sedimento. Noétese que se han considerado dos compartimentos en el sedimento (superficial
y profundo). La flecha discontinua representa la emergencia de neonatas a partir de la
eclosidon de huevos en el sedimento superficial. Se considera que no se producen eclosiones
a partir de huevos enterrados en el sedimento profundo. Variables: Huevos con aspecto
saludable (V), huevos eclosionados (E), huevos deteriorados (D). Los subindices 1y 2 hacen
referencia a la capa de sedimento donde se encuentran los huevos de cada tipo.
Pardmetros: tasa de produccién de huevos diapdusicos (P), tasa de eclosidon per capita (e),
tasa de deterioro per capita (d), tasa de hundimiento per capita (h), probabilidad de
permanencia de huevos con aspecto saludable en la capa en que se encuentran (pv); de
modo andlogo a esta Ultima, probabilidad de permanencia de huevos eclosionados (pe) vy

deteriorados (pp) en la capa en que se encuentren.
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Se consideran fres clases de estado de conservacion de los huevos
diapdusicos, a saber: (1) huevos con aspecto saludable (V), (2) huevos
deteriorados (D), y (3) huevos eclosionados (E). Ademds, se consideran dos
profundidades en el sedimento (i.e., superficial y profundo), representadas
por subindices (1 y 2). En total, existen 6 estados diferentes de estado se

relacionan mediante la siguiente matriz de transicion (M):

Vi £, Dy V, B Dy

vi( by 0 0 0 0 0 )

EEl ep, 0 0 0 0

D, d 0 py 0 0 O

Vv, h 0 0 py 0 O

E| 0 h 0 0 py O

D,/ 0 0 h d 0 pp,
o

Para completar la dindmica, hay que tener en cuenta la produccion
desde la columna da agua al final de cada estacion. Se supone que sélo son
producidos huevos con aspecto saludable, con tasa P, y asi la produccion,

que queda descrita por un vector es:

P=(P0O O OO O)

(T: fransposicion).

A partir de aqui, la dindmica de los huevos diapdusicos se encuentra

con la iteracién siguiente:

n(1)=Mn(0) + P
n(2)=Mn(1)+P

n()=Mn(t-1) + P
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donde n(t) es el vector que contiene la composicidon de huevos diapdusicos

en el fiempo 1.
n(t) = (Vi E1 Dy V2 E2 D)7

(Los coeficientes del vector son dependientes del tiempo, pero esto no se

indica en la notacion).

A continuacion se proponen una serie de valores para los pardmetros,

de manera que la matriz de transicion queda de la siguiente manera:

V, EL D, V, E, D,
vi( 020 0 0 0 0 )
E.| 0206 0 0 0 O
D,|] 02 006 0 0 0
V,| 02 0 0 06 0 0
E,] 0 02 0 0 08 0

D,/ 0 0 0202 0 08
- _

Se considera que las tasas de hundimiento (h) son independientes del
tipo de huevo y afectan a la misma proporcion (20 %) de huevos de cada
tipo. La relajacion de este supuesto no afecta a las conclusiones cualitativas.
Las eclosiones sélo pueden producirse a partir de huevos con aspecto
saludable en la capa superficial, y afectan al 20 % de los mismos. Se supone
que en el sedimento profundo, los huevos con aspecto saludable no son
capaces de eclosionar. Por Ultimo, el deterioro, que logicamente sdlo afecta
a los huevos con aspecto saludable, no difiere en la capa superficial y en la
profunda, y afecta en ambos casos al 20 % de dichos huevos. De nuevo,
este supuesto puede relajarse sin perjuicio de las conclusiones. El resto de

valores se han ajustado para que la suma de cada columna sea 0.8. Esto
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implica que la probabilidad de pérdida de huevos de cualquier tipo en

cualquier capa es también del 20 %.
A efectos de la simulacién suponemos que
P=(100 O O O O Q)T
Para las condiciones iniciales, que no afectardn a la composicion
final, se supone un sedimento sin huevos diapdusicos (p.ej., una laguna de
colonizacion reciente), y asi:

n(0)=(0 0 0 0 O O)T

La figura C.2 muestra la convergencia a una composicion estable

(constancia de las proporciones) de los estados de los huevos (profundidad y

tipo).

o7

Fraccion

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo

Figura C.2. Dindmica de la proporcion de cada estado de huevo diapdusico.
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En apenas 25 ciclos (i.e., pulsos de produccién) se converge a unad
composicion estable, la cual hace referencia, entre otras propiedades, a la
profundidad, que en el caso concreto que se simula debe necesariomente
estar correlacionada con la edad. A partir de un determinado momento, la
proporcion de cada tipo de huevo (independientemente de su condicion o
de la profundidad en que se encuentre) se mantiene invariable. Como ya se
ha establecido, esta situacion se alcanzard siempre que se mantengan
constantes las tasas de los procesos que afectan a la dindmica de los huevos

diapdusicos.

La variacion de los nUmeros de cada estado de huevo diapdusico a
lo largo del tiempo se muestra en la figura C.3. A partir del 25° ciclo, los
numeros de cada estado de huevo se mantienen invariables. Esta
caracteristica no se cumple en general en los modelos de poblaciones
estructurados habituales (Caswell, 2001), y aqui se debe a que el

reclutamiento de huevos diapdusicos viables se supone constante.
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Figura C.3. Dindmica del nUmero de cada estado de huevos diapdusicos.
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En resumen, se muestra que la composicion del banco no sdélo
converge a un estado estable, sino fambién estacionario, donde no
cambian los nUmeros de huevos diapdusicos de cada tipo. De esta manera,
incluso en un banco de estructura compleja se espera alcanzar una
situacion asintética de equilibrio. Como se ha sugerido mds arriba, el modelo
podria complicarse aun mds con la misma légica anadiendo mds capas de
sedimento, considerando el movimiento hacia capas superiores de huevos
diapdusicos profundos, o teniendo en cuenta diferentes clases de edad de
los huevos. Con todas estas complicaciones se alcanzard igualmente una

situacion asintética de equilibrio.
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