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"We do not even in the least know the
final cause of sexuality; why new beings
should be produced by the union of the
two sexual elements, instead of by a
process of parthenogenesis.
The whole subject is as yet hidden in

darkness..."

Charles Darwin, 1862
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Resumen

Esta tesis aborda un tema basico de la biologia, la reproduccion sexual,
rasgo que es crucial en la ecologia de las poblaciones y en la evolucién de
las especies que incluyen el sexo en su ciclo de vida. Sin embargo, es
paraddjico que sea el tipo de reproduccion mas extendido entre los
eucariontes, presente en el 99.9 % de estos, ya que tiene asociados
multiples costos inmediatos, lo que, tedricamente, la hacen una estrategia
desventajosa desde el punto de vista de la eficiencia bioldgica. La
importancia del sexo en un ciclo de vida se puede abordar ya sea
estudiando sus costos o sus beneficios. Si se toman en cuentan los costos,
estos deben implicar una reduccion en la eficiencia de los organismos, y si
se consideran los beneficios, se deben buscar ventajas adaptativas que
superen los costos en los que se incurre. La investigacion sobre el
mantenimiento de la reproduccién sexual se ha abordado desde diferentes
aproximaciones, tanto en el campo de la ecologia como en el de la biologia
molecular utilizando estudios tedricos y empiricos. Entre las explicaciones
de la importancia adaptativa del sexo mds importantes se reconocen dos

grandes grupos, las hipdtesis mutacionales y las hipdtesis ecoldgicas.

Esta tesis se basa en la investigacién de los procesos ecolégicos y
poblacionales que se relacionan con el mantenimiento evolutivo del sexo
en un partenogenético ciclico, que combina la reproduccién asexual y
sexual en un mismo ciclo de vida. Las especies con este ciclo de vida no se
escapan del costo del sexo, a pesar de que supuestamente aprovechan lo

mejor de ambos modos reproductivos, i. e., a través de la partenogénesis
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obtienen una reproduccidon rapida, mientras que, a través del sexo, la
ventaja evolutiva de la recombinacién y la produccién de estructuras
diapausicas. El marco tedrico y la relevancia del proyecto se detallan en el

Capitulo 1.

El rotifero monogononte (Rotifera: Monogononta) Brachionus
plicatilis tiene un ciclo de vida partenogenético ciclico, en el que una
hembra partenogenética puede tener descendientes con caracteristicas
asexuales o sexuales. Ademads, un determinado genotipo puede tener
diferente proporcién de descendencia sexual (tasa de mixis), la cual ha sido
considerada como una medida de la inversidn sexual. También se sabe que
el inicio de ciclo sexual es inducido principalmente por un factor denso-
dependiente (la proteina inductora de la mixis) que puede variar con el
tiempo en la poblacion, y que estd relacionada con respuestas desde
tempranas hasta tardias (propensién sexual), ademas, también se considera
como una medida de su inversién sexual y, por lo tanto, como una
aproximacién del costo del sexo. Entonces, el analisis de hembras
individuales, o de genotipos creciendo clonalmente, hacen que las
mediciones de los niveles de sexualidad puedan ser contrastados
simultdneamente con los de la asexualidad. La variacién en la inversién
sexual en estos rotiferos tiene consecuencias directas en las dindmicas del
crecimiento clonal, dado que, una vez que una hembra que ingresa al grupo
de hembras sexuales ya no contribuye al crecimiento clonal porque
producird machos o, si es fertilizada, producird huevos diapausicos. Por lo
tanto, la reproduccion sexual en poblaciones de rotiferos monogonontes

representa un compromiso entre el crecimiento poblacional actual y la
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supervivencia a largo plazo, a través de la produccién de huevos

diapausicos.

Asi, el objetivo general de esta tesis fue la caracterizacion del costo
que supone la existencia de diferentes niveles de propensién y tasas de
mixis, y el analisis de algunas consecuencias de dicha variabilidad en el ciclo
de vida del partenogenético ciclico B. plicatilis. Para ello se realizaron
estudios de campo y experimentales, de tal forma que se disefiaron tres
objetivos particulares que se abordaron a detalle en sendos capitulos
(Capitulos 3-5). Ademas las metodologias generales y procedimientos

comunes se detallan en el Capitulo 2.

En el Capitulo 3, se presenta la investigacidon que condujo a resolver
el primer objetivo particular, en el que se parte del supuesto de que el
costo del sexo opera a lo largo de la temporada de crecimiento plancténico
anual (objetivo 1). Asi que, se analizd la variabilidad heredable en la
propensién sexual en una poblacién de B. plicatilis que habita Poza Sur, un
ambiente temporal en la regién mediterranea espafiola. Para alcanzar el
objetivo, se realizaron 15 colectas de rotiferos durante una temporada
plancténica completa. De las muestras colectadas, se estimé la tasa de
mixis y la densidad de la poblacion natural. También, se extrajeron miles de
hembras para estimar en laboratorio su propension sexual, i. e., la densidad
de los clones cuando aparecio el primer macho. Se asumié que las hembras
tienen una alta propensién al sexo cuando en el cultivo aparece el primer
macho a una densidad clonal baja. Los resultados demostraron que existe
una variabilidad heredable en el rasgo, y que hubo una seleccién de clones

con una baja propension a la reproduccién sexual, los cuales incrementaron
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en frecuencia durante el periodo de actividad planctdnica. Lo anterior se
explica por las ventajas a corto plazo de su propensién sexual baja ya que
tuvieron mayor eficiencia al seguir reproduciéndose partenogenéticamente
hasta hacerse mas frecuentes, demostrando una evasion del costo del sexo.
Estos resultados demuestran la inestabilidad inherente del ciclo de vida
partenogenético ciclico, donde es probable que ocurra la perdida de la
sexualidad debido a sus costos altos a corto plazo. Sin embrago, dada la
vinculacion de la reproduccidn sexual y la diapausa, un clon que no puede
responder al estimulo del inicio de la reproduccidn sexual, estaria
condenado a la extincidn, ya que no podria generar huevos diapausicos,
que son la Unica manera de supervivencia a largo plazo en ambientes con

cambios ambientales interanuales importantes.

En el Capitulo 4, se evaluaron la variabilidad de la inversién sexual y
su relaciéon con los rasgos de la historia de vida en una poblaciéon de
hembras genéticamente distintas (objetivo 2). En este capitulo se asume
que las hembras de rotifero que tienen diferente proporcién de
descendencia sexual (tasa de mixis de las hembras) son equivalentes en el
resto de sus rasgos de historia de vida. Por lo tanto, bajo la suposicién de
todo lo demds es igual, los genotipos femeninos que invierten mas en hijas
sexuales durante la temporada de crecimiento planctdnico tendrian tasas
mas lentas de crecimiento clonal. Por lo que, se analizé si esos genotipos
compensan su tasa de mixis mayor con una fecundidad y/o una
supervivencia mayor. Se estudiaron 45 genotipos (clones) de B. plicatilis
establecidos a partir de huevos de diapausa aislados del sedimento de diez
cuerpos de agua salobres espafioles. Utilizando un experimento de tabla de

vida, se estimd la tasa de mixis en estos genotipos, y se evaluaron varios

4
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rasgos, como la esperanza de vida, éxito reproductivo de por vida, tiempo
de generacion y la tasa intrinseca de crecimiento. Los resultados mostraron
que hay una falta de correlacidon entre la tasa de mixis y cualquier otro
rasgo. Ni la fecundidad, ni la supervivencia compensaron la mayor inversion
en hijas sexuales, por lo tanto, se concluye que la suposicidon de todo lo
demds es igual es cierta, confirmando que el sexo es costoso en B. plicatilis.
Ademas, se encontrd una correlacion negativa entre la tasa de mixis y el
éxito reproductivo calculado para la descendencia asexual, dejando

también en evidencia el costo de producir hijas sexuales.

Asi, tanto una propension en induccidn temprana (Capitulo 3) como
una tasa de mixis alta (Capitulo 4) son rasgos que representan un costo
elevado del sexo. Ambos rasgos se ajustan al compromiso planteado sobre
la inversién sexual en B. plicatilis en el corto plazo, los cuales provocan una
reduccién en las tasas de crecimiento plancténico. Ademas, se encontrd un
efecto de la edad, de modo que, una mayor inversién en sexo ocurre a
edades mas tempranas (Capitulo 4), lo cual, también, representaria un
freno a la proliferacion asexual de esos genotipos, al menos en condiciones
ideales de laboratorio. Entonces, invertir poco en hijas sexuales, tener una
propension sexual baja y comenzar su reproduccién en edades tardias

proporcionarian ventajas para la reproduccién partenogenética.

En el Capitulo 5, se analiza la hipdtesis de que cualquier ventaja
intrinseca del sexo asociada a la generacion de diversificacion podria
reforzar el mantenimiento de la reproduccién sexual a corto plazo (objetivo
3). Se ha considerado que la variacion fenotipica en el uso diferencial de los

recursos generaria una reduccidon en la competencia intraespecifica en
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poblaciones genéticamente diversas si se comparan con poblaciones
genéticamente uniformes. Para probar esta hipdtesis, se compararon
poblaciones experimentales policlonales vs. monoclonales del rotifero B.
plicatilis creciendo por separado y en competencia. De las diferentes
poblaciones se extrajeron muestras diarias para estimar las dindmicas
poblacionales y calcular los siguientes componentes de eficiencia: tasa
intrinseca de crecimiento; capacidad de carga; tasa de mixis poblacional;
produccidn de huevos diapdusicos por hembra sexual y la produccién total
de huevos. Las dindmicas poblacionales de ambos tipos de cultivos fueron
muy similares, resultados que demuestran que no hubo una disminucién de
la competencia intraespecifica, ni un aumento en la eficiencia promedio por
un uso diferencial de recursos. Asi, es probable que B. plicatilis sea
generalista en el uso de recursos y que, esta condicién esté correlacionada
con el rango amplio de ambientes en los que habita la especie. Entre los
resultados destaca la existencia de una correlacidon negativa entre la
capacidad de carga y la tasa de mixis de la poblacién durante la fase de
crecimiento exponencial, lo cual pone en evidencia el costo del sexo
durante el crecimiento. De acuerdo con esto, es de esperarse que, en una
poblacién donde se invierta mas en hembras sexuales, se vea

comprometida la densidad poblacional que se puede alcanzar.

Entonces, en esta tesis se presenta evidencia de que no existe una
compensacién cuando se invierte mas en sexo en B. plicatilis, por lo que, se
discutié la importancia de la vinculacién de la reproduccién sexual con la
funcién ecolégica de la diapausa, como una explicacidn alternativa para el
mantenimiento del sexo a largo plazo que, ademas, estd ligado con la

generacion de diversidad genética, que se vera representada en el banco de

6
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huevos de resistencia, por lo que la diapausa representa una ventaja
intrinseca del sexo que refuerza el mantenimiento de la reproduccion

sexual a largo plazo.

Finalmente, en el Capitulo 6 se discuten de manera general los
resultados presentados a lo largo de la tesis y se enumeran las principales
conclusiones que se alcanzaron. En suma, los resultados obtenidos
contribuyen con evidencia empirica sobre los costos del sexo y de algunas
de sus consecuencias ecoldgicas, lo que impacta, al menos en parte, a la

teoria evolutiva del mantenimiento del sexo en un partenogenético ciclico.






Capitulo 1

Introduccion general

Para que ocurra la evolucién de un caracter en una poblacién por
seleccidn es necesario que los individuos sean eficientes, es decir, que
sean capaces de sobrevivir y reproducirse, el resultado dependera de la
intensidad de las presiones de seleccién que actlan sobre el rasgo y de
la naturaleza de su variacién genética (Maynard-Smith, 1998). Esta
ampliamente aceptado que la variabilidad heredable es un requisito
clave para que ocurra la evolucién por seleccién natural; las fuentes
esenciales de cambio son la mutacién y la recombinacién, ésta ultima
favorecida, principalmente, por la reproduccién sexual (Futuyma, 2005;

Lampert & Sommer, 2007).

La reproduccion sexual y la paradoja del sexo

La reproduccion sexual es un proceso fundamental que tiene
consecuencias moleculares, individuales, poblacionales e implicaciones
evolutivas en todos los niveles de organizacién ecoldgica (Stearns, 1985;
Colegrave, 2002; McDonald et al., 2016). Los estudios sobre el origen y
mantenimiento del sexo permanecen vigentes hasta hoy, pues no hay
un consenso sobre los cdmo y por qués, conservandose como uno de los
temas mas desafiantes en evolucion (Stearns, 1985; Kondrashov, 1988;
West et al, 1999; Lehtonen et al., 2012; Horandl et al., 2020;
MacPherson et al., 2023), al grado que, Bell (1982) sugirié que el sexo es

la reina de los problemas en biologia evolutiva.
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A continuacién, se presenta el marco tedrico general en el que
se sustenta esta tesis, comienza con una resefia histérica breve, también
se plantean algunos de los costos y beneficios del sexo que dan contexto
al trabajo de investigacién y a la realizacidon de los experimentos sobre

un modelo bioldgico particular.

La reproduccién sexual es casi universal en los eucariontes pues
se presenta en el 99.9 % de sus especies (Otto, 2009; Ashman et al.,
2014). La reproduccidn sexual implica que el material genético de dos
ancestros diferentes se fusiona en un uUnico descendiente (Maynard-
Smith, 1998). En esta tesis se utilizard la palabra sexo como referencia a
un ciclo de vida donde se combinan la singamia, que implica la fusién de
dos gametos haploides diversificados provenientes de distintos
progenitores, y la meiosis, durante la cual, los genomas parentales se
recombinan, generando gametos genotipicamente Unicos. En
comparacion, la asexualidad implica la produccién de descendencia a
partir de células individuales derivadas mitdéticamente y donde los
descendientes son genéticamente idénticos en ausencia de mutacién
(Kondrashov, 1993; Martens et al., 2009). Aunque debe sefalarse que
existen variaciones complejas, y versiones especificas de la reproduccién
sexual (véase, p. e., Vreeburg et al., 2016) que no se abordardn en este
estudio. Cabe aclarar que, el modelo de estudio utilizado en esta tesis, el
rotifero monogononte Brachionus plicatilis, es una especie que se

reproduce sexualmente durante una parte de su ciclo de vida.

La reproduccion sexual tiene asociados multiples costos

inmediatos para los organismos que la presentan, lo que, teéricamente,
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la hacen una estrategia desventajosa en la mayoria de las situaciones,
por lo tanto, es paraddjico que sea el tipo de reproduccion mas
diseminado entre los organismos multicelulares (Williams, 1975;
Maynard-Smith, 1978; Bell, 1982; Stearns, 1987; West et al., 1999;
Hartfield & Keightley, 2012; Horandl et al., 2020).

La prevalencia del sexo ha intrigado a los bidlogos durante
mucho tiempo, el mismo Charles Darwin (en Zimmer, 2009) escribié en
1862: "no sabemos la causa final de la sexualidad; épor qué los nuevos
seres deberian ser producidos por la unién de los dos elementos
sexuales?... El tema estd aun oculto en la penumbra”. Desde entonces,
se han planteado varias hipdtesis que buscan explicar por qué el sexo
estd tan extendido entre los seres vivos. Uno de los primeros
pensadores en analizar el tema fue el bidlogo evolutivo August
Weismann quien sugirié en 1886 que la reproduccién sexual reorganiza
el material genético aumentando la varianza de la eficiencia entre los
individuos, lo que genera un aumento de la eficiencia de la seleccién v,
por lo tanto, una mayor eficiencia promedio en la poblacion (Mooney,

1995; Burt, 2000).

A partir de esta idea se plantearon otras hipodtesis, entre ellas las
clasicas ideas de Fisher (1930; en Hartfield & Keightley, 2012), que
propone que los organismos sexuales pueden combinar alelos
selectivamente ventajosos en el mismo individuo, y la de Miiller (1932;
en Hartfield & Keightley, 2012), que plantea que la acumulacién de
mutaciones es irreversible, por lo que en poblaciones finitas de

asexuales se van perdiendo aleatoriamente genotipos eficientes,
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ademds de que se acumulan mutaciones deletéreas (el denominado
trinquete de Miiller), mientras los genotipos sexuales sortean su
acumulacidn a través de la recombinacién, debido a que no pasan todas
las mutaciones a todos sus descendientes. Entonces, la recombinacion
por reproduccién sexual favorece que las mutaciones perjudiciales se
eliminen de manera mas eficiente y aumenta la velocidad a la que se
pueden fijar los alelos favorables que aceleran el proceso evolutivo
(Maynard-Smith, 1971, 1976; Barton, 2010). Sin embargo, surgié una
controversia alrededor de los mecanismos planteados, pues las
supuestas ventajas adaptativas involucradas asumian una seleccién a
nivel grupal, en el que las especies sexuales se adaptarian rapidamente y
podrian persistir a los cambios ambientales y seria menos probable que
se extinguieran. Por el contrario, las especies asexuales serian callejones
evolutivos sin salida, dado que no podrian eliminar la carga mutacional
y, ademas, solo podrian adaptarse a una parte del rango ecoldgico de la
especie parental (Maynard-Smith, 1971, 1976; 1998; Vrijenhoek, 1979;
Stearns, 1985). Por lo que, si los asexuales surgen a tasas bajas y tienen
un alto indice de extincidn, esto implicaria una frecuencia baja de las
especies asexuales (Brookfield, 1999). Entonces, el sexo conllevaria el
beneficio a largo plazo y a nivel de grupo, dadas sus mayores tasas de
adaptacion y a la purga de mutaciones deletéreas (Stearns, 1985).
Aunque la selecciéon grupal es una explicacién controversial, se ha
planteado que el sexo es una de las pocas adaptaciones generadas por
este tipo de seleccion (Maynard-Smith, 1978; Burt, 2000; Futuyma,
2010; Meirmans & Strand, 2010). Sin embargo, este tema aun se

mantiene en discusion (véase, p. e., Gorelick & Heng, 2011).
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No obstante, la falta de generalidad de las explicaciones sobre la
evolucion del sexo, la poca evidencia empirica sobre las ideas
planteadas, ademas del tema cuestionable de la seleccién grupal,
estimulé que en los afios setenta y ochenta del siglo pasado se
escribieran extensos tratados, aborddndolo, ahora, desde las ventajas de
la selecciéon a nivel individual. Algunos de estos textos clasicos son: “The
evolution of sex” (Williams, 1975); “Sex and evolution” (Maynard-Smith,
1978); “The masterpiece of nature: the evolution and genetics of
sexuality” (Bell, 1982); “The evolution of sex and its consequences”
(Sterns, 1987). En estos textos, ademas de discutir la viabilidad de las
ideas de Fisher y Miiller, también se plantean propuestas de estudio,
ademas de metodologias que se podrian implementar para analizar las
ventajas y los costos de la reproduccion sexual y de la recombinacion,
pero bajo el escenario de la seleccidon natural y a través de la eficiencia
diferencial de los individuos. Posteriormente, otros autores, a través de
analisis comparados, presentan evidencias que respaldan o rechazan
dichas propuestas (véase, p. e., las revisiones de Stearns, 1990;

Meirmans & Strand, 2010; Neiman et al., 2018).

Los costos del sexo

Aunque se puede abordar el significado evolutivo del mantenimiento del
sexo ya sea estudiando por un lado los costos y por el otro sus
beneficios, Gibson et al. (2017) sugieren que un punto de partida
decisivo para abordar el tema es estimar los costos. La primera
compilacién de los costos reconocidos que genera la reproduccién
sexual fue realizada por Lewis (1987), aunque se pueden revisar

revisiones mas recientes en Lehtonen et al. (2011) y Meirmans et al.
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(2012). Para empezar, habria que considerar que el costo del sexo
significa una reduccién en la eficiencia de los organismos que presentan
este tipo de reproduccién en su historia de vida (Lewis, 1987; Stearns,

1990; Meirmans et al., 2012).

El costo mas reconocido del sexo, desde el punto de vista
numeérico, es el costo de los machos, el cual fue planteado por Maynard-
Smith (1971, 1978). En las especies diploides anisogamicas, la mitad de
la inversion en reproduccién se destina a la funcién masculina, pero los
machos no contribuyen energéticamente a la produccién de
descendencia, son las hembras las que pagan solas este gasto. Los
machos (a falta de cuidado paterno) solo contribuyen con informacidn
genética. También se le conoce como el “doble costo del sexo” debido a
qué, si se compara el desempefio entre una hembra sexual y una

mutante asexual, bajo el supuesto "todo lo demas es igual", los dos tipos
de hembras serian igualmente fecundas, entonces la hembra asexual
invertiria todo su presupuesto reproductivo en hijas clonales con el
doble de eficiencia que las hembras sexuales que producirian
constantemente el mismo numero de descendencia, pero la mitad
masculina y la otra mitad femenina (Fig. 1.1). En este contexto, si sélo se
considera la ventaja numérica, una poblacion de asexuales deberia
conducir a la extincién de la poblacion sexual en pocas generaciones en

competencia (Maynard-Smith, 1978). Los costos de la inversidn sexual se

abordan en las investigaciones realizadas en los Capitulos 3 y 4.
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Q Q
o

Sexual Asexual

Figura 1.1. Los organismos asexuales tienen una doble ventaja demografica, pueden
producir el doble de descendientes (hembras) que los organismos sexuales (figura
modificada de Gibson et al., 2017).

Hay que considerar que también se ha propuesto que el costo
de los machos puede ser menos del doble, siempre y cuando se
presente algun tipo de compensacion, por ejemplo, el cuidado de las
crias y/o de la hembra por parte del macho (Maynard-Smith, 1978), o si
hay un sesgo a una menor produccién de machos (Lively, 1990). Aunque
también puede ser mas del doble si se suma el conflicto sexual (Ranking
et al., 2011; Lehtonen et al., 2012), o si se toman en cuenta los costos
energéticos asociados con el apareamiento, en cuyo caso se requeriria
una ventaja selectiva mas fuerte para explicar la existencia del sexo
(Gibson et al., 2017). A pesar de la popularidad del concepto del doble
costo del sexo, se ha sefialado que asumirlo a rajatabla puede ser
excesivo y, en realidad, debe ser tomado con precaucién, pues hay que
tomar en cuenta el contexto biolégico y considerar que los resultados
pueden ser dependientes del taxdn estudiado (Lewis, 1987; Lehtonen et

al., 2012).

Ademas del costo de los machos en el corto plazo, las hembras
sexuales solo contribuyen con la mitad de sus genes a cada cigoto, desde

el punto de vista de la contribucién genética, mientras que una hembra
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asexual transmite intacto el 100 % de sus genes a sus descendientes
(William & Mitton, 1973; Williams, 1975), a este costo también se le ha
llamado como el costo de la dilucion del genoma o el costo de la meiosis
(Lewis, 1987) pero, en ocasiones, ha sido confundido con el doble costo
del sexo (Meirmans et al., 2012). Existen otros muchos costos que se
han documentado, por ejemplo, la fragmentacién de combinaciones de
genes durante la recombinacion, donde se pierden combinaciones de
alelos que ya han demostrado ser eficientes ante el ambiente local,
entonces, los nuevos descendientes podrian presentar una reduccién en
la eficiencia (Mainard-Smith, 1978; Lewis, 1987; Stearn, 1990; West et
al., 1999). Por otro lado, estan los costos energéticos del apareamiento
en la busqueda de pareja, el cortejo, la defensa o sefializacién de
territorios, la copula, etc. (Daly, 1978; Lewis, 1987; Parker, 2006).
Aunque Lehtonen et al. (2012) mencionan que son dificultades que
acarrean principalmente los machos y que no influyen directamente en
el éxito reproductivo de las hembras, por lo que, los descalifica como un
costo del sexo. Sin embargo, Lewis (1987) y Rowe (1993), consideran
que cualquier retraso en la reproduccién de las hembras cuenta como
un costo. Por ejemplo, la disminucién de la probabilidad en los
encuentros sexuales puede ser costosa y puede verse influida por el
tamafio de la poblacién, que equivale al costo de la densidad minima, o
a la combinacién entre el tiempo invertido y la eleccion de pareja (Lewis,

1987; Snell & Garman, 1986; Real, 1990).

La variedad de costos reconocidos genera la duda de cudl es la
importancia de cada uno de ellos por separado, o de si hay una mezcla

compleja de costos, por lo tanto, la expresion final dependera de la
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suma vy, de restar, si existen, beneficios compensatorios, por lo que hay
que prestar atencidon en no subestimar todos los elementos implicados
(Lewis, 1987; Lehtonen et al., 2012). Aunque no es claro como se
combinan los costos, y estos son dificiles de evaluar empiricamente, no
cabe duda de que son significativos (Stelzer, 2017). Es importante
recordar que, no todas las caracteristicas de las especies sexuales son
universales, por ejemplo, el conflicto sexual, el cuidado parental, la
formacidn de estructuras diapdusicas, etc., las cuales son dependientes

de la historia evolutiva de cada especie (Stelzer, 2015).

De acuerdo con Lehtonen et al. (2012) existen tres desafios
metodoldgicos para la medicion de los costos del sexo, el primero (como
ya se menciona arriba) consiste en que no hay una sola forma de evaluar
la diferencia neta de la eficiencia de los organismos que invierten o no
en sexo, dada la mezcla compleja de costos; el segundo es que no
siempre se hace la comparacién entre sistemas reproductivos
comparables; el tercero es que hay un desafio en evaluar los costos en
una escala de tiempo adecuada, pues el efecto de la seleccién puede
verse reflejado en la tasa de crecimiento en una generacién o en varias
generaciones. En esta tesis se utilizdé como modelo de estudio un
partenogenético ciclico que, dadas sus caracteristicas, puede superar los

tres desafios planteados.

Las ventajas del sexo
Otra forma de aproximarse a los estudios de la evolucién del sexo es
considerar los beneficios que operan a corto o largo plazo y que

compensen la inversion sexual, para los que se han considerado
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hipdtesis mutacionales y ecoldgicas. Con estas hipdtesis se busca un
mecanismo realista y general que proporcione respuestas plausibles a la
interrogante del mantenimiento del sexo (Maynard-Smith, 1978;
Kondrashov, 1988, 1993; Butlin, 2002; Meirmans & Strand, 2010).
Aunque también se ha planteado que no existe una respuesta Unica y
que, en la evolucién del sexo, en realidad pueden intervenir mecanismos
tanto mutacionales como ecolégicos de manera simultdnea (West et al.,
1999; Neiman et al., 2017, 2018; MacPherson et al., 2023). En particular,
las hipdtesis de una compensacién ecoldgica resultan atractivas porque
permiten ser puestas a prueba con relativa sencillez, ya que operan en
una escala temporal actual. Esta tesis esta enfocada a analizar en tiempo
ecoldgico los costos y las ventajas de la diversificacién producto del

sexo.

En el contexto ecoldgico de las poblaciones, las ventajas
intrinsecas del sexo ocurririan a corto plazo por la generacién de
descendencia diversificada, lo que reforzaria el mantenimiento de la
reproduccion sexual a través de generar diferenciacion fenotipica
(Williams, 1975; Bell, 1985; Meirmans & Strand, 2010). Por ejemplo,
ventajas de la variabilidad en rasgos implicados en interacciones
bidticas, como la disminucion del efecto de los depredadores, dado que
algunos descendientes deberian de evadir mejor la accidon de sus
enemigos naturales (incluidos los parasitos), especializados en atacar a
los fenotipos mas vulnerables (Hamilton, 1980; Hamilton et al.,, 1990;
Lively et al., 1990). Esta hipodtesis se centra en la variacién temporal de
una presién ambiental bidtica sobre una poblacién diversificada, la cual

tiene bastante apoyo empirico como un mecanismo explicativo de la
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persistencia a largo plazo del sexo (Decaestecker et al., 2007; Neiman &
Koskella, 2009; Lively & Morran, 2014). Aunque reconocer que este
mecanismo actla en poblaciones naturales no significa que el sexo haya

evolucionado por esta razon.

Por otro lado, también, desde un contexto ecolégico, Williams
(1975) planted una idea en la que se priorizan las ventajas individuales y
su variabilidad sobre la disminucion del efecto negativo de la
competencia por recursos. Si los organismos sexuales producen
descendientes que son genéticamente variables, parte de esa
variabilidad podria estar correlacionada con su expresién fenotipica y
reflejarse en su desempeiio en el ambiente (Bulmer, 1980; Bell, 1982;
Case & Taper, 1986; Koella, 1988; Song et al., 2011). Desde esta
perspectiva, la variacién genética presente pudiera estar asociada a una
diferenciacidn de nichos y, en consecuencia, sobre la variacion en el uso
de recursos entre los individuos, lo que significaria que algunos
genotipos tendrian mayor probabilidad de ser eficientes en las
interacciones competitivas entre hermanos, o incluso en la competencia
con individuos no relacionados por parentesco (Bell, 1985; Doncaster et
al., 2000; Crutsinger et al., 2006; Kotowska, 2010). Entonces, de acuerdo
con esta idea, en un conjunto diversificado de individuos de origen
sexual la competencia se debilitaria como resultado de la diversificacion
de nichos (p. e., por el uso diferencial de recursos), mientras que, los
niveles de competencia y su resultado serian diferentes si la
competencia es entre los individuos sexuales y asexuales, asi como en la
competencia dentro de cada grupo (Doncaster et al., 2000; Tag et al.,

2005a; Tag et al., 2005a, 2005b). Entre las hipdtesis ecoldgicas que
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ayudan a explicar la evolucién del sexo también se ha considerado el
efecto de la complejidad de las condiciones abidticas y su interaccion
con los individuos, por ejemplo, si estdn expuestos a entornos
novedosos, constantes, o fluctuantes, y si esto ocurre espacial o
temporalmente (Hestmark et al., 1992; Becks & Agrawal 2010; Song et
al., 2011; Lively & Morran, 2014; Franch-Gras et al., 2017; Pierre et al.,
2022). Como puede intuirse, en los modelos ecoldgicos donde los
factores ambientales determinan las presiones de seleccidn, la ventaja
no la da el sexo per se, sino la diversidad genotipica resultante (Simon et
al.,, 2002). Las ventajas de la diversificacidn en la competencia se

analizardn en el Capitulo 5 de esta tesis.

El modelo bioldgico y la estrategia reproductiva

Como ya se habia mencionado, es importante encontrar un modelo
biolégico adecuado en el que se puedan evaluar los costos y las ventajas
del sexo en el que, ademas, se pueda hacer una comparacién
verdaderamente equivalente (Lehtonen et al., 2012). En esta tesis, se
utilizaron rotiferos monogonontes (Filo Rotifera, Clase Monogononta)
que tienen la capacidad de invertir tanto en la reproduccién sexual como
en la asexual en el mismo ciclo de vida (Birky & Gilbert, 1971; Nogrady et

al., 1993).

Primero, hay que aclarar que es lo que implica la
partenogénesis. Los organismos con este ciclo de vida tienen
descendientes que serdan genéticamente idénticos a ellos (a menos que
ocurra mutacién), ya que fueron producidos por reproduccidn asexual,

sin la necesidad de gametos masculinos, entonces, las poblaciones de
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estos organismos estardn compuestas exclusivamente por hembras. Los
animales partenogenéticos representan apenas el uno por ciento del
total de los animales, se han descrito en algunos vertebrados (peces,
lagartos y anfibios) pero, mayoritariamente, en invertebrados (insectos,
caracoles, lombrices, nematodos, platelmintos, crustaceos y rotiferos
bdelloideos) (Cuellar, 1977; Bell, 1982; Avise et al., 1992; Mark-Welch &
Meselson, 2000; Simon et al., 2003). Segundo, hay que tener en cuenta
que existen variaciones de como ocurre la partenogénesis. Cuando sélo
se producen machos se le denomina arrenotoquia, o anfitoquia cuando
engendran hembras y machos, o telitoquia cuando solo tienen
descendencia femenina. La partenogénesis telitéquica es la mds comun,
y puede ser: (a) automictica, si durante la gametogénesis ocurre meiosis
y hay la autofecundacién de un évulo haploide con un cuerpo polar
haploide que da origen a una hembra diploide y, (b) apomictica o
ameiética, sin meiosis, donde los ovocitos son diploides y daran origen a
una hembra clonal (Mainard-Smith, 1986; Avise et al., 1992; De Meel(s
et al., 2007). En esta tesis, nos interesa la partenogénesis apomictica
(productora de hembras) que se combina con la produccién de machos
generados en el mismo ciclo de vida (Birky & Gilbert, 1971; De Mee(s et
al., 2007). A este ciclo de vida complejo donde la sexualidad es
facultativa, se le conoce como partenogénesis ciclica, la cual puede
tener sus propias variantes dependiendo de la especie que se trate, por
ejemplo, en el caso de trematodos, afidos y claddceros, el modelo
general implica que los organismos se someten a varias rondas de
reproduccion clonal seguidas de uno o varios eventos sexuales

alternandose entre generaciones (Innes & Singleton, 2000; Simon et al.,
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2002; Rouger et al., 2016). En el caso de los rotiferos monogonontes una
sola hembra partenogenética puede tener diferente porcentaje de
descendencia sexual y asexual (Serra & King, 1999; Stelzer, 2011; Snell,
2017) (véase, aqui abajo, una descripcién detallada de este ciclo de

vida).

El costo del sexo y la partenogénesis ciclica

Se ha considerado que, evolutivamente hablando, los partenogenéticos
ciclicos combinan las ventajas de los dos tipos reproductivos (Lynch &
Gabriel, 1983; Simon et al, 2002). La ventaja selectiva de la fase
partenogenética radica en que tienen el potencial de generar grandes
poblaciones de individuos genéticamente idénticos, mientras que la fase
sexual tiene la ventaja de la generacién de progenie diversa combinada
con la eliminacién de las mutaciones deletéreas (Snell, 1987; Green &
Noakes, 1995; Decaestecker et al., 2009). Adicionalmente, en los
invertebrados acudticos que tienen este ciclo de vida, el resultado del
sexo es la formacién de estructuras o formas diapdusicas capaces de
resistir condiciones ambientales adversas (Brendonck & De Meester,
2003; Stelzer & Lehtonen, 2016). Sin embargo, a pesar de tener lo mejor
de ambos modos reproductivos, solo hay unas 15.000 especies animales
distribuidas en seis grupos taxondmicos que son partenogenéticos
ciclicos (Hebert, 1987). Quizas, es porque la partenogénesis ciclica tiene
restricciones evolutivas, con implicaciones fisioldgicas y citogenéticas
que han evitado una mayor presencia entre los diferentes linajes

(Hebert, 1987; Rispe et al., 1998; Simon et al., 2002).
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Si consideramos el costo del sexo en organismos partenogenéticos
ciclicos podemos hacer varios supuestos, por ejemplo, si en una
poblacién los organismos se puede reproducir sexual o asexualmente,
de acuerdo con Maynard-Smith (1978), seria sorprendente que no
existiera variacidon genética y que algun individuo no pudiera suprimir
completamente el sexo, si esto fuera ventajoso a corto plazo, la ventaja
numeérica de dicho nuevo asexual deberia conducir a la fijacién rapida de
este tipo reproductivo debido a los costos en el corto plazo del sexo
(Bulmer, 1982). La posibilidad de que, eventualmente, se puede perder
la parte sexual, puede entenderse como una inestabilidad en el ciclo de
vida de los partenogenéticos ciclicos (Burt, 2000; Peck & Waxman, 2000;
Serra & Snell, 2009). Por lo que, este seria también el caso de los
rotiferos monogonontes que se utilizaron en esta tesis. La inestabilidad
de la combinacién de la reproduccidn sexual coexistiendo con
reproduccion asexual se ha puesto en evidencia en poblaciones
experimentales de rotiferos, donde se ha observado una selecciéon en
contra de los individuos con reproduccién sexual debido a los altos
costos en que incurren (Boraas, 1983; Bennett & Boraas, 1989;
Fussmann et al., 2003). Sin embargo, en poblaciones naturales esto no
ocurre de manera frecuente pues el sexo es prevalente, por lo tanto, el
mantenimiento del sexo en poblaciones con sexo facultativo debe ser
explicado por algin factor mas fuerte que continla operando

(Kondrashov, 1988; Simon et al., 2002).

El supuesto del doble costo del sexo no ocurre igual en los
partenogenéticos ciclicos como en otros linajes, dado que solo

presentan sexo ocasionalmente, aunque ocurre dentro del mismo ciclo
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de vida, por lo cual, tedéricamente, el sexo deberia tener un costo menor
(Charlesworth, 1980; Green & Noakes, 1995; Hurts & Pecks, 1996;
D’Souza et al., 2010). Aun asi, este grupo de organismos no queda
exento del costo implicito durante su fase sexual, por lo que se prevé
que el costo ocurra en algin momento de su ciclo reproductivo (Bulmer,
1982). Ademas, los genotipos individuales de una especie con sexo
facultativo pueden variar en su inversion sexual, i. e., en su propension
sexual, momento de la induccién, porcentaje de la descendencia sexual
y la duracién de los episodios sexuales (véase, p. ej., Tessier & Caceres,
2004; Campillo et al., 2009), lo cual da pie a suponer costos diferenciales
segln la combinacion de los diferentes niveles de inversién o por una

combinacidn de ellos.

El costo del sexo en los rotiferos monogonontes

En los rotiferos monogonontes las hembras pueden variar en sus niveles
de inversidon sexual, tanto en el momento de inicio del sexo, i. e., su
propension sexual, medido como la densidad en la que se observa la
aparicion de machos (Aparici et al., 2001; Serra et al., 2005; Franch-Gras
et al., 2017; Tarazona et al., 2017), asi como en la proporcidon de
descendientes sexuales que pueden producir, i. e., la tasa de mixis (Snell,
1987; Serra & King, 1999, Serra et al., 2005). Por lo que, por un lado, una
alta propensiéon sexual seria indicativa de un inicio temprano del sexo,
donde, una hembra que inicie la via sexual cuando exista una densidad
poblacional baja frenard su potencial de crecimiento clonal de manera
temprana, mientras que aquellas hembras que respondan a un umbral
poblacional alto, es decir, de manera tardia, se verian beneficiadas al

haber alcanzado una mayor densidad clonal (Aparici et al., 2001; Serra et
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al., 2005). Asi, en condiciones naturales, estas Ultimas se veria
favorecidas dadas las ventajas a corto plazo de la asexualidad,
aumentando su frecuencia en la poblacién. Sin embargo, en las hembras
en las que se induce el sexo de manera temprana, a pesar de producir
una cantidad baja de huevos diapausicos, su apuesta a largo plazo estara
asegurada. Por el contrario, en las hembras tardias, la posibilidad de que
ocurra alguna eventualidad a lo largo de la temporada de crecimiento
planténico anual podria evitar que alcancen a producir huevos
diapdusicos y se veria comprometida la apuesta a largo plazo (Snell,
1987; Carmona et al., 1995; Serra & King, 1999; Serra & Snell, 2009). De
este compromiso se desprende la hipétesis que se analiza en el Capitulo
3, en el que se aborda la seleccién de una menor propensidon en
reproduccion sexual en una poblacién natural de rotiferos. Por otro
lado, una tasa de mixis alta también tendria consecuencias
considerables en las dindmicas del crecimiento clonal y poblacional,
dado que, una vez que una hembra ingresa al grupo de hembras
sexuales, ya no contribuye al crecimiento de su clon, porque ahora
producird machos o, si es fertilizada, huevos diapausicos (Snell, 1987;
Serra et al, 2005). Entonces, en este ciclo de vida no hay un costo directo
de producir machos, el costo ocurre a través de producir hijas sexuales
(Serra & King, 1999), compromiso que se discute en el Capitulo 4. Por lo
tanto, la reproduccidn sexual en poblaciones de rotiferos monogonontes
representa un compromiso entre el crecimiento poblacional actual y la
supervivencia a largo plazo, a través de la produccion de huevos

diapdusicos (Snell, 1987; Serra & King, 1999; Serra et al, 2005; Serra &
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Snell, 2009; Stelzer & Lehtonen, 2016), compromiso que se analiza en el

Capitulo 5 de esta tesis.

Los rotiferos del género Brachionus (Orden Ploima, Familia
Brachionidae) son un excelente modelo en estudios tanto poblacionales
como evolutivos (p. ej., Fussmann et al., 2007; Snell, 2014; Declerck &
Papakostas, 2017; Stelzer, 2017). Las especies pertenecientes a los
complejos de B. plicatilis y B. calyciflorus han sido las mas estudiadas de
todos los monogonontes (Declerck & Papakostas, 2017). Existen
multiples ventajas que los hacen ideales como modelos de estudio, por
ejemplo, son de tamafo pequefio y tienen tiempos de generacidn
cortos, lo que facilita el estudio de las dinamicas poblacionales tanto en
la naturaleza como en el laboratorio, por lo que es relativamente
sencillo analizar sus rasgos de historia de vida en una escala de tiempo
adecuada. También, son capaces de clonarse de forma natural, lo que
facilita su manipulacién experimental. Ademas, como ya se menciond,
los genotipos individuales pueden variar en su inversién sexual, lo que
permite una gama amplia de variacion fenotipica a diferencia de linajes
con sexo obligado o con asexualidad obligada (Stelzer & Lehtonen,
2016). Williams & Mitton (1973) sugieren que la clave del significado
evolutivo del sexo como una adaptacion a corto plazo puede buscarse
en aquellas poblaciones que practican regularmente la reproduccion
tanto sexual como asexual, como es el caso del organismo modelo

utilizado en esta tesis.

Una de las aproximaciones empiricas mas exitosas para abordar
el estudio del mantenimiento de la reproduccién sexual ha sido a través
del analisis de las violaciones del supuesto “todo lo demas es igual”, sin
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embargo, generalmente, se han comparado las historias de vida de
linajes sexuales vs. asexuales (Scheiner & Yampolsky, 1998; Innes et al.,
2000; Helden & Dixon, 2002; Wolinska & Lively, 2008; Stelzer, 2011). Por
lo que, en esta tesis, se toma la alternativa de evaluar los costos del sexo
a través de la comparacién de los rasgos de historia de vida en hembras
partenogenéticas ciclicas individuales (Corley & Moore, 1999). Entonces,
bajo el supuesto de “todo lo demas es igual”, se esperaria que los
genotipos que invierten mds en descendencia sexual (tasa de mixis alta)
tengan tasas de crecimiento clonal mas lentas, pues deben de pagar los
costos del sexo. Sin embargo, la suposicidon podria no cumplirse si dichos
genotipos tienen una mayor fecundidad y/o supervivencia, lo que
compensaria sus costos por medio de mecanismos a corto plazo (mayor
eficiencia durante la fase asexual, como se ha reportado en otros
partenogenéticos ciclicos; véase, p. e., Innes et al., 2000). En el Capitulo
4 de esta tesis se desarrollaran los experimentos para probar el

IM

supuesto de “todo lo demds es igual” en genotipos de rotiferos

monogonontes que presentan variabilidad en sus tasas de mixis.

La ventaja de la variabilidad en los rotiferos monogonontes

Como se menciond previamente, existe una relacion entre el modo
reproductivo, la estructura poblacional y el mantenimiento de la
variacion genética en las poblaciones naturales (Bell, 1982; Hebert,
1987). La existencia de variabilidad en el grado de inversidon sexual entre
individuos plantea la necesidad de explicar cuales son los mecanismos
responsables para el mantenimiento de esta y, si estos mecanismos
logran compensar el costo del sexo, por ejemplo, a través de la

relajacion de los efectos de la competencia intrapoblacional dada la
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diversidad genética en la poblacién (véase, p. e., Tagg et al., 2005a,
2005b). De acuerdo con esta idea, la competencia intraespecifica que
ocurriria en clones de rotiferos monogonontes que proceden de un
banco de huevos diapausicos (que, por definicion, son genotipos
diferentes), deberia relajarse, ya que se esperaria que fenotipicamente
también fuesen diferentes, por ejemplo, en sus capacidades para hacer
un uso diferencial de los recursos. Bajo este supuesto, se esperaria que
una poblacién diversa (policlonal) tenga una mayor amplitud de nicho, lo
que podria relajar la competencia intraespecifica en comparacién a una
poblacién que se origind asexualmente (monoclonal). El andlisis
comparado de la eficiencia en competencia por recursos entre
poblaciones genéticamente diversas vs. no diversas durante su

crecimiento poblacional se aborda en el Capitulo 5 de esta tesis.

Modelo de estudio: Brachionus plicatilis

En una temporada de crecimiento planctdnico anual, el ciclo de vida en
Brachionus inicia con la eclosién (a partir de huevos diapausicos) de
hembras asexuales (con un modo reproductivo partenogenético, donde
cada genotipo se copia sin recombinacién, este tipo de reproduccién
produce un crecimiento poblacional rapido, los huevos de estas hembras
son subitaneos y se desarrollan en hembras asexuales diploides (Fig.
1.2). Posteriormente, cuando aumenta la densidad poblacional, las
mismas hembras liberan una sefal quimica que estimula a algunas de
ellas a producir ovocitos haploides que, si maduran, se pueden
desarrollar como machos o, si son fertilizados tempranamente, daran

lugar a huevos con embriones diapausicos femeninos diploides, con lo
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que se reiniciara el ciclo (Gilbert, 1963; Birky & Gilbert, 1971; Wallace &
Smith, 2009; De Paggi et al., 2020).

Ciclo asexual (amictico) Ciclo sexual (mictico)
Induccion mixis
MIP W
- + {2n)
NS
Hembra sexual N
) WA
joven / A
Hembra / \
sexual: [ 2 ,\]
machos /'/
pey  Fertilizacién @
L Hembra / \
(20) poensenésio asewial: | gp | A
hembras \ J Hembra 7
> sexual: n\
huevos de J
resistencia )\
/ \ Macho

[ 2n )
\\
. .. Diapausa
Estimulo de eclosion @ @
Banco de huevos

Figura 1.2. Ciclo de vida generalizado de los rotiferos monogonontes. La respuesta
al estimulo inductor (proteina inductora de la mixis o reproduccion sexual, MIP)
puede ser negativa y el ciclo asexual partenogenético se mantiene. Si el estimulo
inductor es lo suficientemente alto, las descendientes tendran caracteristicas
sexuales. Si estas hembras no son fertilizadas sus ovocitos daran origen a huevos de
machos. Lo machos podran fecundar a los ovocitos de las hembras jévenes,
quienes tendran huevos diapausicos asexuales, que para salir de la dormancia
deben recibir un estimulo ambiental (modificado de Ciros-Pérez, 2001).

La determinacién del tipo de hembra sexual o asexual ocurre
durante la ovogénesis, antes de que el huevo salga de la cavidad
corporal de la madre (Gilbert, 2017). Las hembras partenogenéticas
producen ovocitos de uno en uno durante su periodo reproductivo, pero
el destino del tipo sexual del embridn, depende de la concentracion de
la sefial quimica inductora a la que esté expuesta la madre (Gilbert,

2007). La naturaleza de los factores que inducen el sexo en el género
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Brachionus se ha estudiado ampliamente (Gilbert, 1963; Hino & Hirano,
1976; Snell & Boyer, 1988; Carmona et al., 1993; Stelzer & Snell, 2003).
La sefial ambiental mas importante que puede inducir la reproduccion
sexual en Brachionus es una proteina inductora de la reproduccion
sexual o mixis (MIP, por sus siglas en inglés; Snell et al., 2006), que se
complementa con una proteina de reconocimiento de pareja (MRP, por
sus siglas en inglés), que es una glicoproteina ubicada en la superficie del
cuerpo de la hembra (Snell et al., 1995; Snell & Stelzer, 2005). La MRP
esta codificada por la familia de genes mrp-b, que puede ser especifica
de especie (Snell et al., 2009; Gribble et al., 2011; Gribble & Mark Welch,
2012; Jezkova et al., 2022).

La induccién sexual en las especies de Brachionus es denso-
dependiente (Gilbert, 1963; Hino & Hirano, 1976; Snell & Boyer, 1988;
Carmona et al., 1993; Stelzer & Snell, 2003), por lo que se requiere que
la proteina inductora del sexo (MIP) se vaya acumulando en el medio
hasta alcanzar un cierto umbral, lo que dispara la respuesta sexual en
algunas de las hembras (Snell et al., 2006; Snell, 2017). Asi, la estimacién
de la densidad poblacional en la que se dispara el inicio de la fase sexual
tiene importancia tanto ecoldgica como evolutiva (propension sexual),
pues afecta la eficiencia de los genotipos, tanto en la probabilidad de
dejar estructuras de diapausa, como en la generacion de variabilidad
genética potencial que quedaran en el banco de huevos diapausicos
(King, 1980; Serra et al., 2004). Dado que la estimacién de la MIP es muy
compleja, dada su naturaleza quimica, se suele utilizar la densidad
poblacional umbral en la cual se observa la aparicion de machos en el

medio, o la aparicion de hembras con huevos de macho como
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aproximaciones del inicio de la reproduccion sexual, y de su propensién

sexual (Aparici et al., 2001; Carmona et al., 2019).

Existe un dimorfismo sexual muy marcado en los
monogonontes, los machos haploides son mas pequefios que las
hembras, no presentan una loriga rigida, en la cabeza tienen setas
sensoriales, tienen el sistema digestivo atrofiado y tienen un pie corto
no funcional, ademas, tienen una gran capacidad de movimiento para la
busqueda de las hembras. En B. plicatilis, los machos realizan
movimientos de reconocimiento alrededor de la hembra con la corona
ciliar, la cépula suele ocurrir por el tegumento de la cabeza de la hembra

(Gilbert, 1974; Epp & Lewis, 1979; Wallace et al., 2015).

Las hembras sexuales y partenogenéticas no son diferentes
morfoldgica ni fisiolégicamente, excepto por el tipo de descendencia
que producen (Birky & Gilbert, 1971). Entonces, en B. plicatilis se puede
reconocer la sexualidad de las hembras por el tipo de huevos que
acarrean junto al pie (Sudzuki, 1957). Los huevos subitaneos de hembra
y macho tienen una cubierta delgada y se pueden reconocer por el
tamafio contrastante entre ellos, los huevos de machos son mas
pequefios y apenas representan una pequefia proporcion del huevo de
hembra. Por otra parte, los huevos de diapdusicos tienen tres capas de
diferente material, la exterior es gruesa y el tamafio es mucho mayor

que el que tienen los huevos subitaneos de hembra (Gilbert, 1974).

Como ya se ha mencionado, en Brachionus, la reproduccion
sexual estd asociada con la produccion de huevos diapausicos, los cuales

tienen una funcién ecoldgica importante ya que, este tipo de huevo
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pueden sobrevivir a la desecacidn y a otras condiciones adversas,
permaneciendo viables durante afios o incluso décadas en los
sedimentos del mismo cuerpo de agua donde se generaron (Gilbert,
1974; Marcus et al., 1994; Kotani et al., 2001; Brendonck & De Meester,
2003; Garcia-Roger et al., 2006a) o bien, funcionando como estructuras
de dispersidon potencial a otros ambientes (Ricci, 2001; Wallace & Smith,
2016; Moreno et al., 2019). La posibilidad de eclosién de los huevos del
sedimento depende de su tiempo de permanencia y de las
caracteristicas del ambiente en el que estuvieron almacenados (Marcus

et al., 1994; Garcia-Roger et al., 2006b; Hairston & Fox, 2009).

Cuando los huevos diapdusicos se acumulan entre los
sedimentos forman un banco de huevos, que representa una coleccién
de variantes genéticas producidas en diferentes temporadas, dado que
no todos eclosionan de manera inmediata después de ser producidos
(Gémez & Carvalho, 2000; Schroder, 2005). El banco de huevos
diapdusicos tiene caracteristicas similares a las de los bancos de semillas,
como su alta diversidad genética potencial (King & Snell, 1977; Hairston
& Fox, 2009) la cual esta asociada a la incertidumbre ambiental y a la
duracion del habitat (Spencer et al., 2001; Franch-Gras et al., 2017). El
banco de huevos de resistencia puede tener un impacto en la estructura
genética de la poblacion y las dindmicas evolutivas (Eliner & Hairston,
1994; Brendonck & De Meester, 2003; Hairston & Fox, 2009). Como se
describié previamente, los huevos diapausicos son importantes
ecoldgica y evolutivamente hablando pues, a nivel poblacional su
produccion implica un costo a corto plazo, que se ha denominado como

el costo de la latencia (Snell, 1987; Serra & Snell, 2009), pero que le
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permite una supervivencia a largo plazo, entre temporadas. De manera
que, el numero total de huevos diapausicos producidos por un clon
durante la estacion de crecimiento puede ser considerado como una

medida de su eficiencia (Snell, 1977; Serra & King, 1999).

Actualmente, se sabe que B. plicatilis pertenece a un complejo
de especies cripticas, puesto que la morfologia entre las especies
catalogadas dentro del grupo no es suficiente para su separacion
especifica (Fu et al., 1991a, 1991b; Gémez & Snell, 1996). Para su
identificacion son necesarias diferentes herramientas como: el
reconocimiento sexual, caracteristicas ecoldgicas y/o herramientas
moleculares (Ciros-Pérez et al., 2001b; Campillo et al., 2005; Suatoni et
al., 2006; Fontaneto et al, 2015). Hasta el momento, se han
determinado formalmente al menos quince especies en el mundo

dentro de este complejo de especies (Mills et al., 2017).

Las caracteristicas del complejo de especies de B. plicatilis
coinciden con las del género, tienen una forma ovoide donde destaca la
corona, el tronco y el pie). Estan cubiertos por una loriga semirrigida que
brinda proteccidn a los 6rganos. La loriga alcanza longitudes de entre
100-400 pum. La corona ciliar se presenta en la region anterior de la
cabeza, y se proyecta hacia la parte superior de la loriga que, en el
margen dorsal anterior tiene tres pares simétricos de espinas. En la
regién ventral posterior tienen una apertura de la cual sale un pie
retractil con dos dedos cortos (De Paggi et al., 2020). Las caracteristicas
de la especie que se estudia en esta tesis corresponden con las

caracteristicas descritas en Ciros-Pérez et al. (2001b) para B. plicatilis
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sensu stricto, es decir, tiene una loriga ovoide en forma de pera, con una
longitud de ~300 um y ~230 um de ancho, las espinas dorsales
triangulares son de base ancha, pero con un margen exterior sigmoide,

ambos rasgos resultan diacriticos para su identificacién taxonémica.

En el caso de esta especie, se sabe que vive en simpatria con
otras especies del complejo en los cuerpos de agua estudiados (Gémez
et al., 1995; Ortells, 2000; Gémez et al., 2002; Montero-Pau, 2011).
Aunque es posible identificarla y separarla por su morfologia de las
especies B. ibericus y B. rotundiformis con las que suele coexistir (Ciros-
Pérez et al., 2001b) no es posible hacerlo cuando coexiste con B.
manjavacas, donde es necesario utilizar técnicas moleculares, ya que la
superposicion de caracteres morfoldgicos es muy alta (Campillo et al.,

2005; Fontaneto, 2007).

Los rotiferos del género Brachionus se caracterizan por tener
una corona ciliar que, ademas de servirle para la natacién, les permite
generar corrientes que dirigen las particulas alimenticias potenciales
hacia la boca (Walker, 1981; Wallace & Smith, 2009). Son capaces de
discriminar entre particulas nutritivas (microalgas) y particulas inertes
(Vadstein et al, 1993) y pueden capturar o desviar de manera
diferencial las posibles células alimenticias segin su densidad y el
tamafio de particula (Starkweather, 1995). Dado que se encuentran en
una amplia gama de habitats, durante mucho tiempo, se les consideré
polifagos capaces de alimentarse de bacterias y algas picoplancténicas
(Gilbert, 2022). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que,

a pesar de que, si son polifagos, su capacidad de alimentarse de
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particulas muy pequeiias como las bacterias es ineficiente, y que
presentan una selectividad por tallas especificas relacionadas con el
tamafio del cuerpo y que ademas es especifico de especie (Rothhaupt,
1988, 1990; Vadstein et al., 1993). Ademas del tamafio de los recursos,
se ha descrito que la calidad nutricional y movilidad de las microalgas
son determinantes en la capacidad de alimentacion de las especies de

Brachionus (Korstad et al., 1989; Baer et al., 2008).

Los rotiferos del género Brachionus son un componente
importante del zooplancton, habitan en ambientes acuaticos
dulceacuicolas, en aguas marinas costeras y en cuerpos de agua salinos
continentales permanentes o temporales, (Walker, 1981; Wallace,
2002), aunque en general, son frecuentes en sistemas temporales que
s6lo son adecuados una parte del ciclo anual (Gomez et al., 1995;
Gabaldon et al., 2017; Walsh et al., 2014). Las especies que han sido mas
estudiadas, son las del complejo B. plicatilis de lagos espafioles, que se
caracterizan por tener una alta variabilidad estacional (véase, p. e., Serra
et al.,, 1993; Carmona et al., 1995; Aparici et al.,, 1998; Gémez et al.,
2000; Aparici et al., 2001; Ciros-Pérez et al., 2001a, 2001b; Ortells et al.,
2000; Campillo et al., 2011; Franch-Gras et al., 2017; Walczyriska &
Serra, 2022).

Justificacion y objetivos y organizacion de la tesis

El marco tedrico que se ha presentado hasta aqui trata de contextualizar
el analisis de los costos del sexo, particularmente en los organismos
partenogenéticos ciclicos, que combinan la reproduccién sexual y

asexual por lo que, es plausible utilizar una aproximacion de estudio
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ecolégico para poder analizar las consecuencias evolutivas del sexo
utilizando este tipo de modelo bioldgico. Asi, dadas las peculiaridades de
esta especie de rotifero partenogenético ciclico, Brachionus plicatilis, y
sobre la base de los antecedentes de investigacion que existen sobre
ella, es posible evaluar de manera robusta los costos del sexo y la

ventaja de la diversificacidon generada por el sexo en el uso de recursos.

Asi, el objetivo general de esta tesis fue la caracterizacion del
costo que supone la existencia de diferentes niveles de propension y
tasas de mixis, y el analisis las consecuencias de dicha variabilidad en el
ciclo de vida del partenogenético ciclico B. plicatilis. Para ello se
realizaron estudios de campo y experimentales. Asi, para alcanzar este

objetivo, se disefiaron tres objetivos particulares.

El objetivo 1 implicd caracterizar la propensién en reproduccién
sexual de B. plicatilis, asi como sus consecuencias, durante un ciclo anual
plancténico. Se asumié la existencia de una variabilidad heredable en los
niveles de inversion sexual y, dados los costos a corto plazo del sexo, la
posible pérdida de la reproduccion sexual a lo largo del periodo
plancténico, donde una menor propension a la reproduccidon sexual

deberia representar una ventaja a corto plazo.

En el objetivo 2, se evaluaron los niveles de inversién sexual a
través de su tasa de mixis y su relacidon con los rasgos de la historia de
vida en una poblacién de hembras genéticamente distintas. Se asumio
que bajo el supuesto de “todo lo demas es igual”, los clones con una
mayor inversién en reproducciéon sexual compensarian los costos del

sexo con una mayor eficiencia en otros rasgos de su historia de vida.
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Finalmente, el objetivo 3 buscd evaluar si la diversidad clonal,
resultado de la reproduccién sexual, disminuye la competencia
intraespecifica en el uso de recursos. Se asumié una ventaja hipotética
de la ampliacién de nicho como efecto positivo de la diversificacion por
la recombinacién generada por el sexo en poblaciones experimentales

policlonales vs. monoclonales.

De acuerdo con lo anterior, la tesis se organizd en capitulos
como se describe a continuacion. En este Capitulo 1 se ha desarrollado
un marco tedrico en el que se exponen el contexto histérico de la
paradoja del sexo, los costos del sexo, el uso de los partenogenéticos
ciclicos como modelos de estudio, y se justifica la seleccién de B.
plicatilis como modelo para realizar estudios de la evolucién y los costos
del sexo. En el Capitulo 2, se presentan las metodologias generales y los
procedimientos comunes que se utilizaron a lo largo de la tesis para
alcanzar los tres objetivos especificos. En el Capitulo 3, se presenta el
trabajo realizado para dar cumplimiento al objetivo 1 donde se
caracterizaron los niveles de propensidon de reproduccién sexual de
miles de clones provenientes de una poblacidon natural de B. plicatilis,
muestreada quincenalmente durante cinco meses, y en los que se
determind la variabilidad heredable en la propensiéon sexual en
condiciones estandarizadas de laboratorio. Se analiza y discute la
existencia de una seleccién de clones con baja propensidon en
reproduccion sexual, asi como su aumento en su frecuencia debido a
ventajas a corto plazo en una poblacién natural. En el Capitulo 4, se
describe la investigacién realizada ad hoc del objetivo 2, donde se

evaltan los costos de la tasa de mixis en una coleccidon de genotipos de

37



Capitulo 1

B. plicatilis y su efecto en otros rasgos de la historia de vida. Se discute si
los clones con alta tasa de mixis compensan sus costos con una mayor
eficiencia, y el compromiso entre la tasa de mixis y el éxito reproductivo.
En el Capitulo 5, se describen los resultados obtenidos de la
investigacion realizada para alcanzar el objetivo 3, donde se evalua si la
diversidad genética, resultado de la reproduccién sexual, tiene algin
efecto en los componentes de eficiencia en experimentos de
crecimiento poblacional entre poblaciones experimentales de B. plicatilis
genéticamente diversas vs. genéticamente uniformes, cuando estas
poblaciones crecen separadas o en interaccidn entre ellas, y también, se
presentan resultados sobre el compromiso entre una mayor tasa de

mixis y la capacidad de carga.

Por ultimo, en el Capitulo 6, se presenta una discusion general
gue complementa las discusiones detalladas realizadas en los Capitulos
3-5, y se enumera las principales conclusiones obtenidas de esta tesis.
Cabe mencionar que, los Capitulos 3 al 5 corresponden a articulos que
fueron publicados en revistas indizadas de circulacion internacional

(Anexo 1).
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Material y metodologias generales

En este capitulo se describen los métodos generales que coinciden en
mas de un experimento y que fueron necesarios para alcanzar los
objetivos del trabajo de tesis, por ejemplo, se explica el origen vy
establecimiento de los genotipos utilizados, la extraccién de los huevos
de resistencia, el cultivo de los rotiferos B. plicatilis, su identificacién
especifica, los cultivos de soporte para alimentacion, etc. Por otro lado,
los métodos y procedimientos experimentales que son especificos para
alcanzar cada objetivo se describen en cada capitulo (Capitulos 3 al 5),

segun corresponde.

Como ya se ha indicado en el Capitulo 1, los objetivos especificos
fueron tres. Para cumplir el objetivo 1, se realizaron: a) bioensayos de
reconocimiento de la propensidon sexual durante una temporada de
crecimiento plancténico en una poblacién natural, b) se estimd la tasa
de mixis y la densidad en la poblaciéon natural, y c) se hicieron
bioensayos de reproduccion sexual en clones seleccionados para
comprobar si la estabilidad de la propensidn a la reproduccion sexual se
mantenia. Para alcanzar el objetivo 2, se realizé un experimento de tabla
de vida en un jardin comun para estimar la tasa de mixis y su relacién
con los rasgos de la historia de vida en una cohorte de la especie B.
plicatilis. Para cumplir el objetivo 3, se realizé un experimento entre

poblaciones genéticamente diversas vs. poblaciones monoclonales, en el
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gue se estimaron los componentes de eficiencia durante las dindmicas

de crecimiento poblacional.

Poblaciones de estudio: origen de los genotipos

En esta tesis se utilizaron organismos de la especie bioldgica B. plicatilis
sensu stricto (véase la descripcion en el Capitulo 1) provenientes de diez
cuerpos de agua salinas de Espafia (Poza Sur, acrénimo: TOS; Hoya
Turnera: HTU; Hoya Monte: HMT; Ontalafia: ONT; Hoya Yerba: HYB;
Hoya Rasa: HYR; Saladar: SLD; Hondo Sur: HOS; Salobralejo: SAL y Turies:
TUR). La seleccién de estos sistemas se basd en investigaciones
anteriores donde se habia registrado la presencia de la especie (Gdmez
et al., 1995; Ortells et al., 2000; Garcia-Roger et al., 2006a; Montero-Pau
et al., 2017). Para cumplir con el objetivo 1, se colectaron organismos
vivos de Poza Sur y a la par se fijaron muestras cualitativas y
cuantitativas. Para cumplir el objetivo 2, se obtuvieron clones
eclosionados de huevos de resistencia de los diez cuerpos de agua,
mientras que, los clones para los experimentos del objetivo 3 se

extrajeron de huevos provenientes de Poza Sur (Tabla 1.1).

Los cuerpos de agua de donde provinieron los clones son, en
general, ambientes salinos, someros, de pequefias dimensiones y estan
sometidos a los cambios climdticos tipicos de la region mediterranea

espafiola (Cirujano et al., 1988; Franch-Gras et al., 2017).
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Tabla 1.1. Ubicacion geografica de los cuerpos de agua de donde provinieron los

clones utilizados, segin Google Earth (https://earth.google.com/). Se indica el tipo

de muestra de donde se extrajeron los organismos y/o huevos diapdusicos. Se
indican los autores que registraron la presencia de B. plicatilis: a) Gémez et al.,
1995; b) Gomez et al., 2002; c) Ortells et al., 2000; d) Garcia-Roger et al., 2006a; y e)
Montero-Pau et al., 2017.

Nombre Acrénimo Localizacién Muestra de B. plicatilis
Hoya del Monte HMT 38°50'44.87"N Huevos de sedimentos °
1°26'38.70"E

Hondo Sur HOS 38°10'00.4"N Huevos de sedimentos ©°
0°44'00.7"E

Hoya Rasa HYR 38°47'04.5"N Huevos de sedimentos * ¢
1°25'37.2"E

Hoya Turnera HTU 38°46'31.0"N Huevos de sedimentos
1°24'39.1"E

Hoya Yerba HYB 38°46'46.02"N Huevos de sedimentos ©
1°26'6.60"E

Ontalafia ONT 38°43'16.6"N Huevos de sedimentos
1°46'16.9"E

Salobralejo SAL 38°54'51.5"N Huevos de sedimentos ™% ®
1°28'10.0"E

El Saladar SLD 38°46'22.9"N Huevos de sedimentos ™ ¢
1°25'50.2"E

Turies TUR 42°14'17.0"N Huevos de sedimentos °
3°06'38.1"E

Poza Sur TOS 40° 08' 42"N Huevos de sedimentos ™ “*
0°10'03"E Organismos vivos

Organismos fijados
Los lagos mediterrdneos someros se caracterizan por la

imprevisibilidad de sus aportes de agua y de su variabilidad fisica y

composicion quimica, ademds de estar altamente influenciados por su

tamafio y profundidad (Blondel & Aronson, 1999; Quintana et al., 2006).

En la Tabla 1.2 se presentan algunas caracteristicas de los diez cuerpos

de agua registradas por varios autores, estos han sido clasificados como
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semipermanentes cuando retienen algo de agua y pueden secarse

durante una sequia extrema, o como estacionales si se llenan y se

desecan ciclicamente cada afio (Garcia-Roger et al., 2006a).

Tabla 1.2. Caracteristicas generales de los cuerpos de agua estudiados. Se indica

la fuente bibliografica de donde se obtuvo la informacion: a) Cirujano et al., 1988;
b) Fernadndez et al.,1990; c) Gomez, 1996; d) Moreno & Quintana, 1997; e)
Alonso, 1998; f) Millan et al., 2001; g) Rodrigo et al., 2002; h) Garcia-Roger et al.,
2006a; i) Franch-Gras et al., 2018. El area esta delimitada por la zona humeda,

segun el BOE-A-2019-2841, a menos que se indique otra fuente.

Cuerpo de Area Profundidad Salinidad Patron hidrico
agua (ha) (m) g/t

HMT 7,62 12,9" 9,4' Estacional °

HOS 228,08 0,6-1,08 11,08 Semipermanente "
HYR 10,020 <1" 28"-37,0'  Estacional "

HTU 1,87 - 3,0' -

HYB 2,60 >1m 5,03 Estacional °

ONT 71,82 1.0 54° Estacional *

SAL 47,69 >1" 6,3'-17,4"  Semipermanente "
SLD 9,27 <1°¢ Salina ® Estacional

TOS 0,00001 1,0° 10-33" Estacional "

TUR - Somero ¢ 0,64-44 ° -

Establecimiento de clones a partir de huevos diapdusicos

Los huevos diapausicos depositados en los sedimentos son una mezcla

potencial de diferentes especies, que incluyen diversos genotipos de

varias generaciones y pueden sobrevivir en estado latente durante afios

o décadas (Marcus et al., 1994; Kotani et al., 2001; Garcia-Roger et al.,

20064, 2006b).
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Los huevos diapausicos se aislaron del sedimento utilizando la
técnica de flotacion en sacarosa liquida (Onbé, 1978; Gdmez & Carvalho,
2000). Se resuspendieron 10 g de sedimento (peso humedo) en 45 mL
de solucién de sacarosa (1,75 mol L) en tubos de centrifuga de 50 mL
de capacidad. La mezcla se centrifugd durante 5 min a 12,6 RCF
(unidades de fuerza centrifuga relativa). Los huevos que flotaron por la
diferencia de densidad se concentraron usando una malla de 30 um. Los
huevos putativos de B. plicatilis se seleccionaron bajo un microscopio
estereoscopio Olympus (Olympus Corp., Tokio, Japdn) de acuerdo con su
morfologia, tamano (Ciros-Pérez et al., 2001b) y si exhibian aspecto

saludable (Garcia-Roger et al., 2006a)

Los huevos se seleccionaron al azar y se colocaron
individualmente en placas de 96 pocillos (Nunc™) con 200 pL de agua
marina artificial y en condiciones ambientales adecuadas para una
maxima eclosién. En el caso del experimento de competencia (Capitulo
5) se eclosionaron a 15 g L™ y con una iluminacién de 150-170 umol
quanta m?2s™; mientras que para el experimento de historias de vida
(Capitulo 4) se eclosionaron a 6 g L}, y una iluminacién de ~35 umol
quanta m? s, Ambas condiciones fueron adecuadas para la eclosién de
los neonatos necesarios para realizar los experimentos. La eclosién de

los huevos se verifico a intervalos de 12 h.

Medio de cultivo, condiciones experimentales y alimentacion
Los rotiferos capturados vivos o eclosionados de huevos de resistencia
se cultivaron en condiciones dptimas en agua de mar artificial (Instant

Ocean; Aquarium Systems, Sarrebourg Cedex, Francia). Los organismos
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del experimento de seleccion (objetivo 1) y los de competencia (objetivo
3) crecieron a una salinidad de 12 g L'y a 18 °C de temperatura y en
iluminacién constante (PAR: aprox. 35 pmol fotones m™ s™). Mientras
que los individuos del experimento de historias de vida (objetivo 2)
fueron cultivados en agua a una salinidad de 15 g L' y a 20 °C de

temperatura, bajo iluminacién constante de 150-170 mol quanta m™?s™.

Los rotiferos fueron alimentados con diferentes microalgas y a
diferentes concentraciones, dependiendo del experimento (véanse los
métodos especificos en los Capitulos 3 al 5). Las microalgas utilizadas
difieren en tamafio, movilidad y calidad nutricional (Korstad et al., 1989;
Brown, 1991) a continuacion se mencionan algunas de sus
caracteristicas y procedencia. Tetraselmis suecica (ovoide movil,
didmetro esférico equivalente [DEE] = 9 um) proveniente de la Coleccién
de Microalgas Marinas del Instituto de Ciencias Marinas de Andalucia,
Cadiz, Espafia, Isocrysis galbana (esférica movil, DEE = 5 pum),
Nannochloris atomus (esférica no moévil, DEE = 2,5 um), vy
Nannochloropsis oculata (esférica no movil, DEE = 2 um; cepas CCAP
927/1, CCAP 251/7, CCAP 849/7, respectivamente), procedentes de la
Coleccion de algas y protozoos de la Asociacidn Escocesa de Ciencias del

Mar, Oban, Escocia.

Las especies de microalgas se mantuvieron creciendo de forma
individual y de manera exponencial en cultivos semicontinuos (tasa de
dilucién: 0,6-0,65 dia), el medio de cultivo consistié de agua de mar
artificial (Instant Ocean®, Aquarium Systems) enriquecido con medio f/2

(Guillard & Ryther, 1962). Esta forma de cultivo permitié suministrar
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alimentos de calidad constante a los rotiferos durante los experimentos.
Las condiciones de salinidad, luz y temperatura fueron iguales a las de

los cultivos de los rotiferos de cada experimento.

La densidad de las microalgas se estimé mediante curvas de
calibracion de densidad frente a la absorcidén considerando la extincion
de luz de longitud de onda de 750 nm. La equivalencia del contenido de
carbono por célula en las microalgas se estimd con un analizador
elemental de conductividad térmica EA 1108 CHNS-O (Fisons

Instruments), utilizando la técnica de combustidn instantanea.

Identificacion especifica

Debido que B. plicatilis pertenece a un complejo de especies cripticas
(Gémez et al., 2000; Suatoni et al., 2006), la identificacién debe hacerse
de manera cuidadosa tanto a nivel morfoldgico, como genético. En Poza
Sur, B. plicatilis cohabita en simpatria con B. ibericus y B. rotundiformis.
(Gémez et al., 1995; Ortells et al., 2003), pero, afortunadamente, su
identificacion puede hacerse de manera muy precisa, ya que la forma y
tamafio del cuerpo lo permiten (Ciros-Pérez et al., 2001b). Sin embargo,
en los otros cuerpos de agua puede coexistir con la especie criptica B.
manjavacas, la cual es imposible de discernir morfolégicamente
(Campillo et al., 2005). Para la identificacion fue necesario realizar un
analisis de PCR-RFLP de fragmentos de citocromo c oxidasa subunidad |
(COl) siguiendo el procedimiento estandarizado de Campillo et al.
(2005), obtenidos de los clones establecidos para el experimento de

historias de vida (objetivo 2).
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Determinacion del tipo sexual

La identificacién del tipo reproductivo de los rotiferos puede realizarse a
partir de la observacion de las caracteristicas de los huevos que acarrean
las hembras. Los huevos asexuales son grandes y de color marrdn claro,
los huevos sexuales no fertilizados, que daran lugar a machos, son
pequefios y de color marrén claro, mientras que los huevos sexuales
fertilizados, que entrardn en diapausa, son grandes, de color marrén
oscuro y con una cubierta gruesa (Carmona et al., 1995). Por otro lado,
para determinar el tipo reproductivo de las hembras sin huevo, estas se
colocaron individualmente en pocillos (placa de poliestireno, Nunc™ de
96 pocillos) que contenian 150 pL de medio de cultivo (véanse detalles
arriba), y se dejaron reproducir partenogenéticamente en las
condiciones generales de cultivo de cada experimento. Segun el tipo de
descendencia generada, fueron clasificadas como asexuales (que
producen descendencia femenina) o sexuales (que producen

descendencia masculina o huevos diapausicos).
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Seleccion de una baja inversion sexual en un
rotifero partenogenético ciclico

Introduccion

Como ya se menciond en la Introduccién general (Capitulo 1), la
reproduccion sexual juega un papel critico en la estructura genética, en
las tasas de adaptacién y, en ultima instancia, en la evolucién de una
poblacién (Bell, 1982; Hebert, 1987; Becks & Agrawal, 2012). Sin
embargo, se ha determinado que sus costos son muy elevados, si
consideramos un sistema de reproduccién sexual vs. uno asexual, el
primer tipo es muy costoso, debido a que se asignan recursos a la
produccion de machos, que no contribuyen al crecimiento de la
poblacién y solo fertilizan a las hembras (Maynard-Smith, 1971, 1978).
Dada la aparicién de individuos asexuales en las poblaciones, su ventaja
numeérica por el tipo de reproduccién llevaria al predominio del rasgo y
su fijacion en la poblacién (Burt, 2000; Peck & Waxman, 2000). Las
especies con ciclos de vida complejos como la partenogénesis ciclica,
tampoco se escapan del costo del sexo a pesar de que supuestamente
aprovechan lo mejor de ambos modos reproductivos (Lynch & Gabriel,
1983; Simon et al., 2002), pero, conservan la ventaja evolutiva de la
recombinacién y, al mismo tiempo, minimizan el costo de producir
machos durante su fase asexual. Sin embargo, no estan exentos de la
aparicion de mutantes asexuales y se abre la posibilidad de la perdida de

la fase sexual.
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Los rotiferos partenogenéticos ciclicos como los monogonontes
constituyen un buen modelo de estudio para investigar los principales
factores responsables del mantenimiento del sexo (Peck & Waxman,
2000). Son invertebrados de pequefio tamafio (50—2000 um) que viven
en habitats acudticos y humedos, a la fecha se conocen mas de 1500
especies (Wallace et al., 2006; Wallace & Smith, 2009). Constituyen una
parte sustancial del zooplancton continental y gracias a sus tasas
reproductivas altas, a menudo alcanzan densidades poblacionales
elevadas (incluso, hasta 1000 individuos L™), y desempefian una funcidn
primordial en las redes alimentarias acuaticas (Armengol et al., 2001,
Wallace & Smith, 2009). En latitudes templadas, las poblaciones de
rotiferos son tipicamente temporales, en muchos casos colonizan
anualmente la columna de agua (temporada de crecimiento plancténico)
al eclosionar los huevos diapdausicos de los sedimentos del lago (Gilbert,
1974; Pourriot & Snell, 1983) y pueden pasar multiples generaciones
durante la temporada del crecimiento poblacional. Como ocurre en la
poblacién de B. plicatilis que habita en Poza Sur y que ya ha sido

analizada a lo largo de un ciclo anual (Carmona et al., 1995).

El ciclo de vida de los rotiferos del género Brachionus (véanse
detalles en el Capitulo 1; Fig. 1.2) implica un periodo de reproduccién
exclusivamente asexual, seguido de un periodo de induccion sexual en el
que coexisten descendientes asexuales y sexuales (Gilbert, 1963; Snell &
Boyer, 1988; Carmona et al., 1993, 1994; Stelzer & Snell, 2003, 2006). Se
ha demostrado que en Brachionus la induccidon sexual es denso-
dependiente, donde se necesitan alrededor de 0,1 individuos por

mililitro para que algunas hembras tengan descendencia sexual
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(Timmermeyer & Stelzer, 2006). Las hembras sexuales pueden generar
machos, o huevos de resistencia, estos Ultimos podrian eclosionar
después de un periodo de diapausa obligatorio o no (Hagiwara & Hino,
1989; Martinez-Ruiz & Garcia-Roger, 2015), siempre y cuando las
condiciones ambientales en la columna de agua sean adecuadas,

reiniciando asi una nueva temporada de crecimiento.

Entonces, el costo del sexo que opera dentro de la temporada
de crecimiento anual estd asociado a la produccion de hembras
sexuales, es decir, el costo de la latencia (Serra & King, 1999; Serra &
Snell, 2009). Considerando el compromiso entre la reproduccion sexual y
asexual discutido en detalle en el Capitulo 1, podriamos hacer algunos
supuestos. Por ejemplo, un clon de Brachionus podria iniciar su
reproduccion sexual a una densidad poblacional baja, es decir, cuando la
concentracién de la proteina inductora de la reproduccién sexual (MIP)
es baja. Esto conllevaria a un periodo prolongado de reproduccién
sexual durante el periodo de crecimiento plancténico anual, lo que
resultaria en una tasa lenta de crecimiento clonal. Hay que recordar que,
debido a la asociacién entre la reproduccidn sexual y la latencia, ninguna
de las hembras sexuales contribuye al crecimiento efectivo del clon, ya
que solo producen machos o huevos diapdusicos. Por lo tanto, un clon
que tuviera una propensién en reproduccion sexual baja para iniciar el
sexo y solo pudiera hacerlo a una densidad alta, se seleccionaria a favor
durante la temporada de crecimiento, ya que evitaria el costo del sexo, y
proliferaria rdpidamente, incluso si esta caracteristica implica una menor
produccion de huevos diapausicos en comparacién con la estrategia

alternativa. Sin embargo, dado que la supervivencia a la préoxima
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temporada de crecimiento plancténico solo es posible a través de los
huevos de diapausa, la seleccion entre afios seleccionaria en contra al

clon con baja inversion en sexo (Aparici et al., 2001).

En este Capitulo, se aborda la hipodtesis de que existe una
variacion heredable para la propension en reproduccién sexual en una
poblacién natural de un rotifero partenogenético ciclico, lo que puede
conducir a una seleccién a corto plazo de clones con baja propension
sexual durante el periodo de crecimiento anual (es decir, el periodo en
que la especie esta presente en el plancton). Por lo que, se estudié la
poblacién del rotifero B. plicatilis que habita el estanque mediterraneo
Poza Sur. En esta especie ya se ha registrado la variacidon genética en
varios rasgos de reproduccidon sexual (Campillo et al., 2009) y el
momento en que ocurre la reproduccién sexual (Aparici et al., 2001).
Ademds, existe una vasta base de datos ecoldgicos para la poblacién de
estudio (p. e., Gomez et al., 1995), incluidos los periodos de crecimiento
plancténico anuales (Gomez et al., 1995; Ortells et al., 2003) y, se sabe
que los periodos de reproduccion sexual son largos (Carmona et al.,

1995; Aparici et al., 2002).

Métodos particulares

Colecta de clones

Se estudid la poblacidn de B. plicatilis del estanque Poza Sur del Prat de
Cabanes Torreblanca, la cual se presenta en la columna de agua de
septiembre a mayo (Gémez et al., 1995; Ortells et al., 2003). Se
colectaron muestras cada ~15 dias durante una temporada de

crecimiento plancténico, desde el 29 de septiembre de 2006 hasta el 11
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de mayo de 2007, momento en el que ya no se detectaron rotiferos
(hasta 20.000 L muestreados). En cada muestreo se obtuvieron muestras
de zooplancton vivo a través de lances horizontales con una red de malla
de 30 um de apertura de poro. Las muestras fueron resuspendidas en
aprox. 1 L de agua del estanque para transportarlas al laboratorio.
Ademas, se obtuvieron tres muestras cuantitativas de zooplancton en el
punto medio y en los extremos este y oeste del eje mas corto del
estanque (siguiendo la direccion dominante del viento). Cada una de
estas muestras se obtuvo filtrando 3 L de agua a través de una malla 30
pum, el material retenido se fijé con formaldehido con una concentracidn

final del 4 %.

Determinacion del patron de propension sexual en un ciclo anual

La propensién a la reproduccién sexual en las hembras aisladas de B.
plicatilis se estudio siguiendo el procedimiento modificado descrito en la
literatura (Carmona et al., 1993; Aparici et al., 2001; Stelzer & Snell,
2003, 2006). De las muestras vivas de cada muestreo, en un lapso de ~4
h desde su recoleccién en el campo, se aislaron ~200 hembras de B.
plicatilis con ayuda de un microscopio estereoscépico. Los rotiferos se
colocaron individualmente en placas Petri con 60 mL de medio de
cultivo (véanse, Capitulo 2) con una densidad de 500.000 células mL™ de

la microalga Tetraselmis suecica como alimento.

Desde el momento en que las hembras se aislaron en la placa
Petri, comenzd un periodo de cultivo pre-experimental para: (1) replicar
asexualmente los clones y (2) controlar las condiciones ambientales

maternas que podrian afectar el tipo reproductivo de la descendencia.
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Para el bioensayo se utilizé el criterio de la tercera generacién cultivada
en condiciones controladas (Stelzer & Snell, 2006). Por lo tanto, dos dias
después del aislamiento de las hembras iniciales (generacion Fp), se
transfirieron individualmente tres hijas asexuales portadoras de un sdlo
huevo de cada clon a placas Petri con 40 mL de medio fresco, y se
dejaron reproducir. Para el bioensayo de la propension a la reproduccién
sexual, después de dos dias, se aislé una hembra recién nacida de cada
placa (tres réplicas por clon) y se transfirié a un pocillo (placa Nunc™ de
poliestireno de 24 pocillos) que contenia 0,5 mL de medio de cultivo. A
estas neonatas se les permitié crecer y reproducirse, mientras se les
monitoreaba cada 12 h, esperando la aparicidon del primer macho en
cada cultivo. En esos momentos se registraron tanto la densidad y el
tiempo de la primera aparicion de machos (Aparici et al., 2001). Lo que
permitié estudiar la variacién genética en la propensiéon a la
reproduccion sexual entre los diferentes clones. Cuando el primer
macho aparece en el cultivo de laboratorio a densidades clonales bajas,
es indicio de una alta propensién al sexo (i. e., una alta inversion sexual).
Se llevaron a cabo un total de 5.474 bioensayos como resultado de
combinar 15 fechas de muestreo, un promedio de 158 + 18 clones por
evento de muestreo (entre 108 y 177 clones) y un promedio de ~2,3

repeticiones por clon.

Estimacion de la tasa de mixis y la densidad poblacional

Para estimar la tasa de mixis se estimod la proporcion de hembras
sexuales en la poblacion natural en cada evento de muestreo, para esto,
de la muestra viva, se aislaron individualmente otras ~300 hembras en

placas de 96 pocillos de B. plicatilis con ayuda de un microscopio
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estereoscopico. Se determiné el tipo sexual de las hembras siguiendo el

procedimiento descrito en el Capitulo 2.

Las tres muestras cuantitativas de zooplancton fijadas sirvieron
para contar las hembras de B. plicatilis y calcular su densidad
poblacional (N;) en cada evento de muestreo (i). Se estimé un promedio
ponderado de la densidad con los recuentos de los tres puntos de
muestreo del estanque (puntos medio, este y oeste); dados los
resultados obtenidos, para el recuento del punto medio se asigno el
doble del peso respecto de los otros dos puntos de muestreo. Siguiendo
el procedimiento de Carmona et al. (1995), se calculé la inversién
integrada en descendencia sexual de acuerdo con la Ecuacién 1 con las

estimaciones de la tasa de mixis y la densidad poblacional:

Xid; (myN; + my 1Ny q1)/2
Zi di (Ni + Ni+1)/2 Ecuacion 1

donde m;y N; son, la tasa de mixis y la densidad de la poblacidn,
respectivamente, en el i-ésimo evento de muestreo y d; es el nUmero de

diasdeiai+1.

Estabilidad de la propension a la reproduccion sexual en el laboratorio

De todos los clones analizados, se seleccionaron aquellos que exhibieron
la apariciéon del primer macho en las densidades poblacionales mas bajas
y altas, denominados de aqui en adelante como SBD (sexo en baja
densidad) y SAD (sexo en alta densidad), respectivamente, y se
mantuvieron en cultivo de laboratorio para evaluar la estabilidad en su

propensiéon a la reproduccidon sexual. Los bioensayos de reproduccion
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sexual se repitieron con 14 clones SBD y con 15 clones SAD cinco meses
después de que finalizara el programa de muestreo. Los bioensayos
siguieron el procedimiento descrito anteriormente, excepto que se

realizaron en 15 mL de medio a 20 °C.

Andlisis estadisticos

De los bioensayos de propension a la reproduccion sexual, se registré la
densidad poblacional en la que aparecié el primer macho y se
transforma logaritmicamente (densidad-log). Con estos datos, se realizd
un ANOVA anidado, donde el evento de muestreo se consideré6 como
efecto fijo y clon como efecto aleatorio, anidado en el evento de
muestreo. Se calculé la heredabilidad en sentido amplio (H?) a partir del
componente genético de la varianza (es decir, entre clones y la variacion
total dentro y entre clones) para cada evento de muestreo siguiendo el
procedimiento descrito en Lynch & Walsh (1998) para organismos

clonales.

Se realizaron analisis de correlacién de Pearson con los datos de
la densidad-log de la poblacidn natural contra la tasa de mixis en el
campo, el promedio de la densidad-log en la aparicion del primer macho
y la H%. También, se realizaron andlisis de regresion con la fecha de
muestreo frente a la variacién del promedio de la densidad-log en la

aparicion del primer macho y la heredabilidad.

Las diferencias entre los clones SBD y SAD se probaron con un
ANOVA de efectos fijos sobre la densidad-log observada en la aparicion

del primer macho, analizando el efecto de tipo de clon (SBD o SAD), y
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clon anidado dentro de tipo de clon. Todos los analisis estadisticos se

realizaron con SPSS, versidn 14.0 (SPSS Inc., Chicago, EE. UU).

Resultados

Poblacion natural

La densidad poblacional natural de B. plicatilis en Poza Sur varié de 0,17
a 2.280 hembras L™, y presenté una tendencia a la baja durante el
periodo de estudio del 29 de septiembre de 2006 al 11 de abril de 2007
(Fig. 3.1). La tasa de mixis mas elevada se registrd en el primer evento de
muestreo (38 %), y disminuyd en el transcurso del estudio. En cinco de
los seis Ultimos muestreos no se observaron hembras sexuales, periodo

en que se registré una densidad poblacional inferior a 3 hembras L™.
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Figura 3.1. Densidad poblacional (log hembras L™) y tasa de mixis poblacional
(proporcidon de hembras sexuales) de B. plicatilis en Poza Sur durante el
periodo de estudio (del 29 de septiembre de 2006 al 20 de abril de 2007). Los
muestreos consecutivos posteriores al 20 de abril de 2007 presentaron una
densidad poblacional inferior a 5 x 10° hembras L™,
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La tasa de mixis se correlaciond significativamente con la
densidad poblacional (r = 0,64, t;3 = 2,98, P = 0,005). La relacion entre el
numero integrado de hembras sexuales y el nimero integrado de
hembras totales (es decir, la estimacidn de la tasa de mixis integrada en

la poblacidn) fue de 0,130.

Propension en reproduccion sexual

Los resultados de la propension a la reproduccién sexual en clones
aislados de la poblaciéon de B. plicatilis de Poza Sur mostraron una
amplia variabilidad, que fue de 4 a 477 hembras ml L (promedios entre
las réplicas). En cuanto al tiempo en que aparecid el primer macho este
fue de 2,5 a 10 dias (promedio entre las réplicas). Estas densidades
difirieron significativamente entre los clones dentro de evento de
muestreo, asi como entre los eventos de muestreo (Tabla 3.1). Estos
resultados muestran que hay una variacién genética en este rasgo y
cambios en el componente genético de la densidad a la que se producen

los machos.

Tabla 3.1. ANOVA anidado de las densidades (log-hembras L'l) en las que
aparecio el primer macho.

Fuente de variacion SC g.l cMm Valor F
Evento de muestreo 145,63 14 10,40 122,01*
Clon (evento de 219,49 2359 0,09 2,67*
muestreo)

Error 107,89 3100 0,04 -
*P < 0,001.

La frecuencia de los clones que tuvieron densidades
poblacionales altas cuando ocurre la primera aparicion del primer

macho fue aumentando durante la temporada de crecimiento
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plancténico (Fig. 3.1); por ejemplo, el clon con la densidad mas alta se
aislé al final de la temporada de crecimiento planctdnico, el 6 de abril de
2007. Consistentemente, la densidad poblacional cuando aparecié el
primer macho aumenté a mas del doble durante la temporada de
crecimiento, y presentd una relacion positiva con el evento de muestreo
(Fig. 3.2, r* = 0,36, F; 13= 7,18, P = 0,019), cabe mencionar que también
se obtuvieron resultados significativos cuando se usaron todos los clones
o todas las réplicas, en lugar de los promedios. Ademas, la densidad
poblacional promedio cuando aparecié el primer macho se correlaciond
negativamente con la densidad poblacional en el campo (r =-0,57, ti3 = -

2,47, P=0,014).

Heredabilidad

La heredabilidad en sentido amplio de la densidad poblacional en la
primera aparicion del primer macho estimada en el laboratorio varié de
0,18 a 0,57, y mostrd un incremento del doble en su valor durante el
periodo de muestreo (Fig. 3.3, ?=0,32, F1 13=6,16, P = 0,027). También
se observd que la heredabilidad se correlaciond negativamente con la
densidad poblacional registrada en el campo (r = -0,50, t;3 = -2,06, P =

0,030).

Estabilidad de la propension sexual

Los resultados del experimento de la estabilidad de la propensién a la
reproduccion sexual realizado en clones con sexo en baja densidad (SBD)
y en alta densidad (SAD) presentaron diferencias significativas entre los

dos tipos de clones, después de ser mantenidos durante cinco meses
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Figura 3.1. Distribucion de frecuencias de la densidad poblacional durante la aparicién del primer macho en clones aislados de Poza Sur en 15

muestreos a lo largo de un periodo de crecimiento plancténico. Se indica el nimero de clones (n).
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Figura 3.2. Densidad poblacional en la aparicién del primer macho
durante el periodo de estudio (del 29 de septiembre de 2006 al 20 de
abril de 2007). Los valores son promedios entre clones; las barras de
error son + SE.
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Figura 3.3. Heredabilidad en sentido amplio (H?) durante el periodo de
estudio (29 de septiembre de 2006 al 20 de abril de 2007).
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bajo condiciones de laboratorio (Tabla 3.2). Sin embargo, las densidades
en la aparicién del primer macho registrada en este analisis fueron mas
bajas que las observadas en los mismos clones justo después de su
aislamiento del campo. El promedio de los clones SBD fue de 8 + 1,8
hembras mL?, con un rango de 2,2-30 hembras mL?, mientras que los
clones SAD tuvieron un promedio de 31,7 + 9,2 hembras mL?, con un
rango de 7,8-149,7 hembras mL™
Tabla 3.2. ANOVA anidado de la densidad en la aparicién del primer macho (log-

hembras L) y tipo de clon (SBD = sexo en baja densidad, SAD = sexo en alta
densidad) como efecto principal.

Fuente de variacion SC gl ™M Valor-F
Tipo de clon 7,62 1 7,62 310,89*
Clon (tipo de clon) 9,41 27 0,35 14,21*
Error 1,96 80 0,03 -
*P<0,001.
Discusion

Durante este estudio, la poblacidon de B. plicatilis que habita Poza Sur
estuvo presente en la columna de agua en otofio, invierno y primavera,
con las densidades mdas bajas durante primavera. Este patrén es
consistente con lo observado en estudios previos (Gémez et al., 1995;
Aparici et al., 2002; Lapesa, 2004). Poza Sur, generalmente, se seca
durante el verano, y aunque la poblacion alcanzé la densidad mas alta el
29 de septiembre de 2006 (es decir, el primer evento de muestreo), esta
fecha deberia estar muy cercana al momento de la recolonizacién de la

columna de agua reportada en estudios anteriores (Gomez et al., 1995;
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Aparici et al., 2002), por lo tanto, es muy probable que el programa de

muestreo haya abarcado toda la temporada de crecimiento planctdnico.

La tasa de mixis se correlaciond positivamente con la densidad
poblacional, lo cual esta de acuerdo con un mecanismo dependiente de
la densidad, donde el sexo se induce cuando los rotiferos producen una
sefial quimica que se acumula en el ambiente. La tasa de mixis integrada
de la poblacién de B. plicatilis durante todo el periodo de crecimiento
(0,2130) es muy similar al valor (0,124) estimado en un estudio previo
(Carmona et al., 1995). De acuerdo con estos hallazgos, la poblacién de
B. plicatilis en Poza Sur tuvo un periodo prolongado de reproduccién
sexual (Carmona et al., 1995; Aparici et al., 2002). El cual deberia brindar
una oportunidad para que ocurra la seleccién de clones con baja
inversién en sexo en el corto plazo, lo que se ajusta a la hipdtesis que se
planted en este capitulo de la tesis, es decir, la aparicién del primer
macho a una densidad poblacional alta es indicativa de una baja
propensién en reproduccion sexual, ya que el crecimiento

partenogenético durard mas tiempo.

Esta densidad poblacional cuando aparece el primer macho
cuantificada en el laboratorio y que es indicativa de la inversidn sexual,
(expresada como su propensién sexual) deberia ser diferente a la que se
observa en las poblaciones naturales, la cual suele ser mucho mas baja,
debido, en parte, a que en el laboratorio las condiciones ambientales
controladas favorecen tasas de crecimiento mas altas que ayudan a que

existan densidades poblacionales maximas (Carmona et al., 1995;
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Schréder, 2001), a pesar de esto, se espera que ambas densidades estén

correlacionadas.

Los resultados de heredabilidad registradas en esta tesis
demuestran que la poblacién de B. plicatilis que habita Poza Sur
presenta variabilidad genética en su propensién a la reproduccion
sexual, lo cual coincide con la evidencia descrita en esta misma
poblacién previamente. Aparici et al. (2001) detectaron una variacion
heredable en la propensién a iniciar el sexo entre clones provenientes
de huevos diapausicos aislados del sedimento en este cuerpo de agua.
También se detectd una variacion heredable en los niveles de
reproduccion sexual en otro estudio sobre la adaptacidn local de seis
poblaciones naturales de B. plicatilis, que incluyé a Poza Sur (Campillo et
al., 2009). La variabilidad heredable en la inversidon sexual ha sido
observada en otras especies. Por ejemplo, en un estudio sobre la
dinamica evolutiva de poblaciones experimentales de B. calyciflorus
creciendo en cultivos de flujo continuo (quemostatos), se encontré que
la poblacién fundadora presentaba una variaciédn genética para la
propension a reproducirse sexualmente (Fussmann et al., 2003). En
otros partenogenéticos ciclicos, como los cladéceros que habitan en
ambientes efimeros se ha descrito que existe una variacién en la
inversion en reproduccién sexual (p. e., Ruvinsky et al., 1986; Larsson,
1991; Innes & Dunbrack, 1993; Innes & Singleton, 1994; Deng, 1996;
Innes et al., 2000). Ademads, otros estudios experimentales con
claddceros sugieren que la variabilidad observada tiene un componente
genético significativo (Innes & Dunbrack, 1993; Innes & Singleton, 1994;

Innes et al., 2000). También, en el caso de afidos partenogenéticos
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ciclicos, se ha descrito que existen diferentes niveles de inversion en
sexo dentro de la misma poblacidon (Rispe et al., 1999; Simon et al.,,

2002).

Los resultados obtenidos aqui muestran niveles altos de
heredabilidad para la propensién en reproduccién sexual. Sin embargo,
la heredabilidad en sentido amplio medida en el laboratorio, donde se
controla el ruido ambiental, es probablemente mucho mas alta que la
que debe ocurrir en el campo. Aunque el procedimiento pre-
experimental que se realizé buscaba minimizar los efectos maternos,
aun asi, pudieron presentarse y aumentar las estimaciones de
heredabilidad, dado que se sabe que los efectos maternos se pueden
prolongar por varias generaciones después de la eclosion del huevo
diapausico en otra especie del género Brachionus (Gilbert, 2002, 2003;
Seudre et al., 2020). Aunque también hay que considerar que las
hembras recién nacidas de estos huevos tienen caracteristicas
reproductivas particulares que difieren de las hembras partenogenéticas
(Gilbert & Schroder, 2004). A pesar de estas circunstancias, es probable
que la heredabilidad en sentido amplio sea bioldgicamente significativa
en la poblacidon de B. plicatilis de Poza Sur y se presente de manera
similar en la naturaleza, creando asi una oportunidad para que actue la
seleccion natural. Ademads, se debe tener en cuenta que, durante la
temporada de crecimiento plancténico, el genoma de una hembra de
rotifero es heredado en su totalidad por sus hijas, por lo tanto, la
seleccion trabaja sobre la variabilidad genética total. Por lo tanto, la
heredabilidad en sentido amplio, mas que la heredabilidad en sentido

estricto, en este caso, es la medida de la variabilidad genética que tiene
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sentido para la seleccion natural (Lynch & Walsh, 1998). Adicionalmente,
se probd que la variabilidad genética en la propension a la reproduccién
sexual se mantuvo estable después de cinco meses desde el aislamiento
de los clones, al analizar dos subconjuntos de clones que presentaron
valores extremos de densidad en su induccion sexual (i. e., SBD y SAD)

justo después de su aislamiento del campo.

Los resultados sugieren que la propension genética a
reproducirse sexualmente en la poblacién de B. plicatilis disminuye con
el tiempo. Es importante resaltar que, esta fue la primera vez que se
puso en evidencia este patron de seleccidn en una serie de tiempo en
una poblacién natural de organismos partenogenéticos ciclicos. Segun el
analisis de regresion, la densidad promedio en la aparicion del primer
macho, medida después de controlar los factores ambientales, aumenté
de 22,4 a 56,7 hembras L™ en 204 dias. Esto sugiere una seleccién de
una baja propensién en sexo durante la temporada de crecimiento
plancténico. La aparicién de machos en densidades poblacionales altas
en entre los clones podria explicarse por varias razones: (1) si la tasa de
produccidn de la seial quimica que dispara el inicio del sexo (es decir, la
MIP) es baja. Si fuera asi, los clones SAD detectados en el laboratorio
podrian tener una inversidon sexual alta en la naturaleza, siempre vy
cuando los clones conespecificos coexistentes produjeran la MIP en
lugar de ellos, a una mayor velocidad. En este caso, la ventaja selectiva
de los clones SAD en el campo podria ser el ahorro del costo de la
produccion de la MIP, con lo que esta ventaja favoreceria el dominio del
rasgo de una baja propensién sexual en la poblacién. Sin embargo, es

mas probable que el mecanismo que provoque una alta densidad en la
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primera apariciéon de machos implique, (2) una baja capacidad de
respuesta a la MIP, resultado de la presencia de alelos que afecten a los
receptores de la MIP. Este otro mecanismo implicaria una gran ventaja a
corto plazo al evitar el costo del sexo. Por ejemplo, si consideramos que
el costo del sexo en los rotiferos, durante una estacion de crecimiento
plancténico, puede ser cuantificado como la proporcion de hembras
sexuales, entonces, p. e., un clon con una tasa de mixis del 10 %
proliferaria a una velocidad 10 % menor que un clon asexual dada su
menor capacidad de respuesta a la MIP. Alternativamente, (3) el
aumento en la frecuencia de clones SAD durante la temporada de
crecimiento plancténico podria estar reflejando la seleccién de clones
adaptados al hacinamiento, es decir, que estos clones indujeran el sexo
cuando alcanzan su densidad clonal maxima que coincidiria con las
densidades poblacionales naturales altas. Sin embargo, esta
interpretacion no es consistente con el hallazgo de la correlacién
negativa entre la densidad en la aparicion del primer macho y la

densidad poblacional en el campo.

De acuerdo con lo anterior, la evidencia de una disminucion en
la propension genética para iniciar el sexo en una poblacién natural
durante la temporada de crecimiento plancténico respalda la hipdtesis
de que la seleccién de clones con baja propensiéon en sexo debe ser
importante. Entonces, si existe una variacién genética para la inversién
sexual, el compromiso entre reproduccién sexual y asexual (Snell, 1987;
Serra & King, 1999) se evidencia con el incremento en la frecuencia de

clones con baja inversion sexual a lo largo del tiempo.
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Ya que la propagacion clonal en estos organismos depende de la
reproduccion asexual, la seleccion de una reproduccién asexual
exclusiva puede ser posible en las poblaciones en las que el periodo de
reproduccion sexual es lo suficientemente largo, dado que el sexo tiene
un costo elevado. De acuerdo con esta prediccion, se ha observado una
pérdida irreversible de reproduccidn sexual en cultivos de laboratorio de
rotiferos (Boraas, 1983; Bennet & Boraas, 1989; Fussmann et al., 2003;
Stelzer, 2008). La pérdida de sexo también se ha registrado en afidos y
cladéceros (p. e., Hebert, 1987, Moran, 1992; Colbourne & Hebert,
1996; Simon et al., 2002). Sin embargo, la mayoria de las poblaciones de
rotiferos solo habitan los cuerpos de agua durante periodos restringidos
a lo largo del afo, cuando las condiciones ambientales son adecuadas.
En estas poblaciones temporales, como ocurre con frecuencia en
claddceros y afidos, las estructuras diapdusicas producidas sexualmente
son necesarias para sobrevivir entre las estaciones de crecimiento. La
necesidad de estructuras de resistencia actia en oposicion al régimen
selectivo que ocurre durante la temporada de crecimiento,
proporcionando asi una ventaja importante sélo a corto plazo para el

mantenimiento del sexo (Simon et al., 2002).

El aumento en el promedio de la densidad en la aparicién del
primer macho durante la temporada de crecimiento plancténico parece
estar relacionado con el aumento en la varianza de este parametro. Los
genotipos que presentaron una alta densidad a la aparicion del primer
macho fueron indetectables al comienzo de la temporada de
crecimiento plancténico, pero aumentaron en frecuencia conforme

avanzé el tiempo. En consecuencia, la heredabilidad en sentido amplio
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también aumentd durante el periodo de estudio, que seria lo esperado
si la seleccién favoreciera a genotipos que inicialmente fueran muy
raros. Sin embargo, es sorprendente que, a pesar de que la inversion
sexual es elevada en esta poblacién (p. e., se observé una tasa de mixis
de hasta 38 %), lo cual puede representar un costo muy alto, y la que la
heredabilidad para la variacion en la inversion sexual detectada en el
laboratorio fue alta, no se observara una disminucién mucho mayor en
la propensién genética para la reproduccion sexual. Esta situacion podria
ser explicada de varias maneras. En primer lugar, como se menciond
antes, probablemente sobreestimamos la heredabilidad expresada en el
campo. En segundo lugar, pudo ser probable que el periodo de seleccién
para la baja inversidn en sexo no fue lo suficientemente largo, vy la
seleccién solo ocurrié cuando la poblacién de B. plicatilis se encontraba
reproduciendo sexualmente, entonces, el periodo de seleccién fue mas
corto que el periodo completo de crecimiento plancténico, como se
observé en campo. En tercer lugar, si los genotipos con una alta
propension sexual (SBD) tuvieran una tasa de mixis baja, reducirian el
costo del sexo asociado, aunque respondan temprano a la MIP. Sin
embargo, Seudre et al. (2020) describen que algunos de los clones que
ellos analizaron respondieron a densidades bajas en la primera aparicién
de machos y coincidian con presentar una tasa de mixis alta, lo cual
implica un costo alto. En caso de que se cumplieran algunos de estos
tres supuestos, la seleccidon contra una menor capacidad de respuesta a
la MIP podria ser mas débil de lo esperado. Finalmente, también se ha
documentado que la diversidad clonal disminuye a lo largo del periodo

de crecimiento planctdnico en la poblacién de B. plicatilis de Poza Sur
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(Gémez & Carvalho, 2000), ademas, de que la diversidad genética baja
se ha asociado con temporadas largas de crecimiento plancténico en
otras poblaciones de Brachionus (Ortells et al., 2006). Entonces, se
esperaria que los genotipos que inician el sexo a bajas densidades
poblacionales, es decir, al inicio del periodo de crecimiento planctdnico,
produzcan huevos diapausicos genéticamente mas diversos que los que
retrasan el sexo. Esto permite que los primeros retengan de manera mas
efectiva las ventajas que ofrece la recombinacién y compensen
parcialmente el costo alto del sexo (véase, p. e., de Bell, 1982; Hurst &

Peck, 1996; West et al., 1999; Tagg et al., 2005).

Una pregunta que surge de los resultados de este estudio es,
écédmo se mantiene la variabilidad genética en el rasgo de la propensién
al sexo en una poblacion de rotiferos a largo plazo? Primero, hay que
considerar que una poblacién temporal de partenogenéticos ciclicos se
puede concebir como un conjunto de variantes genéticas con
posibilidades de reproduccién sexual, los cuales produciran huevos
diapdusicos por recombinacién lo que conducird a la variabilidad en
diversos rasgos, de estos genotipos solo algunos eclosionaran en la
siguiente temporada de crecimiento (i. e., los clones tienen
generaciones sexuales discretas) (Gomez & Carvalho, 2000). Dado que la
produccion de huevos depende tanto de su propension sexual ante el
nivel umbral de la MIP, asi como de su la tasa de mixis, se esperaria que
evolucione un patrén optimizado dependiendo del escenario ecoldgico
(Serra et al., 2004). Sin embargo, el analisis tedrico de la produccidn de
huevos diapdusicos ha demostrado que se puede mantener una

diversidad genética sustancial en habitats con una duracidn
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impredecible de las estaciones (Spencer et al., 2001). Entonces, se
puede conjeturar que la variacion en la duraciéon del periodo de
crecimiento plancténico entre afios puede ser la causa de la variacion
subyacente en la propensidn genética para el sexo que tiene B. plicatilis
en Poza Sur. Hay que tener en cuenta que este estanque se encuentra

en el area mediterrdnea, que se caracteriza por una alta variacion

temporal en las condiciones ecolégicas (Blondel & Aronson, 1999) y que
se magnifican por su tamafo pequefio. Dicha incertidumbre ambiental
debe afectar las condiciones bidticas (competidores y depredadores) y
abidticas (salinidad, temperatura, etc.) que permiten el crecimiento de
estos rotiferos. En este escenario, una alta propensién al sexo seria
ventajosa si la duracién de la temporada de crecimiento fuera
inesperadamente corta en un afio determinado vy, viceversa, una

propensién baja al sexo aumentaria los beneficios en afios con una

temporada de crecimiento mas larga.

El sexo en partenogenéticos ciclicos esta vinculado a una funcién
ecoldgica, es decir, la diapausa y la capacidad de resistir las condiciones
adversas, este hecho modifica el régimen selectivo en el mantenimiento
del sexo. La pérdida de sexo se ve favorecida cuando no es necesario
entrar en diapausa, mientras que los periodos adversos promueven el
mantenimiento del sexo. La obligatoriedad de soportar condiciones
adversas proporciona una constriccién en el mantenimiento del sexo,
independientemente de la diversidad genética o cualquier otra ventaja

que el sexo pueda ofrecer.
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Evidenciando el costo de la reproduccion sexual en
el rotifero Brachionus plicatilis

Introduccion

En este Capitulo se analiza el supuesto de todo lo demds es igual.
Considerando la idea original de que la reproducciéon sexual es costosa
debido a la produccién de machos, entonces, una poblacién de asexuales
tendria una doble ventaja de eficiencia sobre sus contrapartes sexuales
(Maynard-Smith, 1971, 1978; Williams, 1975; Bell, 1982). En el supuesto de
todo lo demds es igual, si las hembras sexuales y asexuales tienen historia
de vida equivalentes, el costo del sexo seria evidente (Jokela et al., 1997,

Gibson et al., 2017), a menos que existan violaciones al supuesto.

Algunas investigaciones han reportado que las hembras asexuales
tienen un éxito reproductivo menor o una mayor tasa de mortalidad que las
hembras sexuales, implicando un menor costo que lo predicho por el
supuesto mencionado (p. e., Roth, 1974; Lamb & Willey, 1979;
Wetherington et al., 1987; Corley & Moore, 1999; Kramer & Templeton,
2001; Neiman, 2004; Kearney & Shine, 2005). No obstante, la base de estas
diferencias entre los tipos reproductivos alin no se comprende del todo
(Lehtonen et al., 2012). Algunos estudios empiricos sugieren algunas
explicaciones como constricciones del desarrollo asociadas con Ia
reproduccion asexual, presiones selectivas divergentes sobre los linajes

sexuales y asexuales que dan como resultado diferentes estrategias
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reproductivas, susceptibilidad a la acumulacion de mutaciones
perjudiciales, y a la incapacidad de generar descendencia genéticamente
distinta 0 novedosa en asexuales. Ademads, hay que tener en cuenta que
estos mecanismos explicativos dependen del sistema bioldgico que se

estudia.

La medicidn directa del costo del sexo es un desafio (Gibson et al.,
2017), por eso, la mayoria de los estudios empiricos realizados han
abordado indirectamente el tema poniendo a prueba el supuesto todo lo
demds es igual, comprobando si difieren las caracteristicas de la historia de
vida entre las hembras sexuales y asexuales. Por lo que, esta serd la
aproximacion utilizada en este capitulo, pero en un modelo biolégico con

reproduccion partenogenética ciclica.

Considerando que en el ciclo de vida de los rotiferos monogonontes
la reproduccién sexual requiere la produccidon de hembras sexuales que no
contribuyen al crecimiento inmediato de la poblacién, ya que producen
machos o huevos de diapausa, se prevé que si el supuesto de todo lo demds
es igual ocurre, entonces, los monogonontes incurrirdan en el doble costo
del sexo durante la fase sexual de su ciclo de vida (Serra & Snell, 2009). Esto
puede ocurrir como resultado de la expectativa de que solo la mitad de las
hembras sexuales producira huevos de diapausa (Aparici et al., 1998, 2002).
Los organismos partenogenéticos ciclicos son dutiles para evaluar el
supuesto costo del sexo porque proporcionan un sistema bioldgico en el
gue ambos modos de reproduccidn coexisten en la misma poblacién (Green
& Noakes, 1995; Simon et al., 2002; Wolinska & Lively, 2008; Stelzer, 2015).

Ademas, en muchos partenogenéticos ciclicos en los que la transicion de la
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sexualidad a la asexualidad obligada es reciente, permite la comparacion
entre ambos linajes (p. e., Lynch, 1984; Decaestecker et al., 2009; Serra &
Snell, 2009; Stelzer, 2011, 2015). Sin embargo, en contraste con el
desarrollo tedrico importante, los estudios empiricos sobre el costo del
sexo en los organismos partenogenéticos ciclicos son escasos. Algunos
estudios empiricos han probado el supuesto de todo lo demds es igual
mediante la comparacion de los rasgos de la historia de vida de
partenogenéticos ciclicos contra otros modos reproductivos. Por ejemplo,
(1) partenogenéticos ciclicos vs. linajes asexuales obligados en el rotifero
Brachionus calyciflorus Pallas 1766 (Stelzer, 2011), en el afido Sitobion
avenae Fabricio 1975 (Helden & Dixon, 2002) y en el cladécero Daphnia
pulex Leydig 1860 (Scheiner & Yampolsky, 1998; Innes et al., 2000;
Wolinska & Lively, 2008), y (2) los dos modos anteriores de reproduccion vs.
linajes asexuales que mantienen la capacidad de producir machos en D.
pulex (Wolinska & Lively, 2008). Los resultados de estas comparaciones
arrojaron conclusiones contrastantes. Un par de estudios mostraron que los
partenogenéticos ciclicos y los asexuales obligados no presentan diferencias
en su supervivencia y fecundidad (Scheiner & Yampolsky, 1998; Stelzer,
2011), mientras que en otros se reporta que los partenogenéticos ciclicos
tienen menor (Wolinska & Lively, 2008) o mayor fecundidad (Innes et al.,
2000) que sus contrapartes asexuales. Es importante sefialar que varios de
estos estudios fueron complementados con experimentos pareados de
competencia donde fueron cultivados juntos organismos con los diferentes
modos reproductivos (Wolinska & Lively, 2008; Stelzer, 2011; Innes & Ginn,
2014). Los resultados experimentales también fueron diversos. Por

ejemplo, los linajes asexuales invadieron y desplazaron a los organismos
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partenogenéticos ciclicos de B. calyciflorus, mientras que en D. pulex se
observé lo contrario. Estos resultados contrastantes sugieren que el costo
de sexo podria variar ampliamente entre taxones (Meirmans et al., 2012).
Por lo tanto, estimar el costo es un punto de partida decisivo para abordar
la paradoja del sexo en cualquier especie o grupo de especies (Gibson et al.,

2017).

Ademas de los enfoques basados en la comparacion de linajes
independientes que poseen diferentes modos reproductivos, una
alternativa es comparar hembras partenogenéticas ciclicas individuales
(Corley & Moore, 1999). Los rotiferos partenogenéticos ciclicos ofrecen un
sistema Unico para abordar el costo del sexo, porque las hembras
individuales conservan la capacidad de invertir simultdneamente tanto en la
reproduccion sexual como en la asexual (Gilbert, 1974; Schroder, 2005).
Recordemos que la cuantificacion de la proporcién de hembras sexuales
producidas (tasa de mixis) es una de las formas de medir la inversidn en
sexo (Serra & Snell, 2009). Se sabe que la tasa de mixis en Brachionus es
extremadamente variable entre clones que representan diferentes
genotipos (p. e., Snell & Boyer, 1988; Carmona et al., 1994, 1995, 2009;
Gilbert, 2002; Schroder & Gilbert, 2004; Gilbert & Schroder, 2007; Gilbert &
Diéguez, 2010; Stelzer, 2017). La expectativa bajo el supuesto de todo lo
demds es igual es que los genotipos que invierten mas en hijas sexuales
durante la temporada de crecimiento planctdnico tendrdn tasas mas lentas
de crecimiento clonal. Sin embargo, la suposiciéon podria no cumplirse si
dichos genotipos tienen una mayor fecundidad y/o supervivencia, como se

ha reportado en otros partenogenéticos ciclicos (p. e., Innes et al., 2000).
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En este capitulo, se realizaron experimentos disefiados
especificamente para evaluar la suposicion de todo lo demds es igual
mediante el andlisis de los rasgos de la historia de vida (RHV) de hembras
con genotipos individuales que comparten el mismo modo de reproduccion
(partenogénesis ciclica), utilizando al rotifero Brachionus plicatilis O. F.
Miller 1786. La variabilidad en la inversion sexual entre diferentes clones
en poblaciones naturales de la especie estd bien documentada (Aparici et
al., 2001; Carmona et al., 2009; Campillo et al., 2011; Franch-Gras et al.,
2017) de modo que se espera que los genotipos estudiados inviertan de

manera diferente en reproduccién sexual.

Para evaluar la existencia de diferencias en las historias de vida, se
realizé un experimento de tabla de vida dindmica, donde se siguié una
cohorte de hembras madre de B. plicatilis (i. e., nacidas de huevos
diapausicos) para probar si los genotipos que invierten mas en hijas
sexuales (i. e., productoras de machos y productoras de huevos
diapausicos) pueden compensar esta inversién al tener una mayor
fecundidad y/o supervivencia. Se analizé la inversidn sexual y su correlacion
con otros rasgos de la historia de vida estimados a partir de los calculos de
la tabla de vida. Se parte del supuesto que, si la inversién en la
reproduccion sexual no estd correlacionada positivamente con los
parametros mencionados, quiere decir que no hay compensacién vy, por lo
tanto, el sexo tendra un costo y la explicacion del mantenimiento del sexo

deberia ser explicado por otros beneficios compensatorios.
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Métodos particulares

Disefio experimental y establecimiento de clones

Para el analizar las historias de vida se realizé un experimento de tabla de
vida de cohorte con hembras neonatas eclosionadas de huevos diapausicos
de B. plicatilis provenientes de diez cuerpos de agua espafioles (1-6
genotipos por cuerpo de agua; véanse detalles en el Capitulo 2). Con este
disefo se buscé que la cohorte tuviera la variabilidad genética intrinseca de
la especie, ya que estos huevos representan genotipos individuales por ser

producto de reproduccién sexual.

Estudio de los rasgos de la historia vital en clones con diferente asignacion
en reproduccion sexual

Se realizd un experimento de tabla de vida con una cohorte de 45 genotipos
de B. plicatilis (generacidn Fy; véase la Fig. 4.1). El experimento de jardin
comun comenzod transfiriendo individualmente cada neonata (i. e., la
hembra madre, < 12 h de edad) a una placa Petri con 15 mL de medio de
cultivo (0,07 hembras mL™) que contenia una concentracién de algas
equivalente a 8 mg C L™ (~42.000 células mL™), concentracidn que estad muy
por encima del nivel de limitacién de recursos (Ciros-Pérez et al., 2001a).
Los cultivos experimentales que contenian una hembra madre se colocaron
al azar en el interior de cdmaras humedas (recipientes con tapa de 30 x 40 x
10 cm, con un fondo de papel humedecido con agua destilada). Para
favorecer la mezcla de las algas y del medio, los recipientes se pusieron
sobre un agitador orbital (~28 rpm) a 20 °C y en oscuridad. Los cultivos se
revisaron cada 24 h para registrar la supervivencia de las hembras originales
(Fo), hacer el recuento de sus hijas (F,) y transferirlas para saber su tipo

sexual (en la generacion F,; Fig. 4.1).
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Diariamente, se renové el 15 % del cultivo con medio fresco con
alimento. Cabe aclarar que, dado que la densidad de la madre y sus
descendientes (generaciones F, + F;) fue continuamente baja en los cultivos
(<0,67 hembras mL™) y el medio de cultivo se renovaba parcialmente, la
concentracioén del alimento en los cultivos nunca estuvo limitado durante el
experimento. Por otro lado, la renovacion parcial del medio de cultivo
permitié que el factor inductor del sexo (MIP; proteina inductora de la
reproduccion sexual) se acumulara en el cultivo permitiendo que se
alcanzara el nivel umbral necesario para que ocurriera la induccién sexual
en las hijas. Para determinar el tipo sexual de cada hembra F; se siguid el
procedimiento descrito en los métodos generales (Capitulo 2) para
clasificarlas como asexuales o asexuales, segun su descendencia. El

experimento termind cuando todas las hembras de la cohorte murieron.

Fo n= 45 clones

Fy l Fi+Fy F l

Tiempo de vida

Tipo de descendencia: masculina ™ ; femenina O

Figura 4.1. Diagrama del experimento de tabla de vida. La cohorte inicial (generacion Fy =
45 hembras) se origind a partir de huevos diapdausicos provenientes de diez cuerpos de
agua salinos espafioles. Las hembras Fy se mantuvieron en condiciones de jardin comun.
Sus descendientes (generacidn F;) se transfirieron diariamente a una placa multipocillos y
se les permitido proliferar asexualmente, estas fueron clasificadas como sexuales o
asexuales dependiendo del tipo de descendencia (generacion F,).
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Parametros de las historias de vida

Los datos registrados del experimento de la tabla de vida se utilizaron para
calcular individualmente para cada hembra madre los siguientes rasgos de
su historia de vida (RHV): esperanza de vida (eg; edad media que pueden
alcanzar los individuos), éxito reproductivo de por vida (ER; niumero de
descendientes en el periodo reproductivo), tiempo de generacion (7G; la
media ponderada de edad del nacimiento de sus hijas), tasa intrinseca de
crecimiento de cohorte (r; aproximacion a la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional) y tasa de mixis, como una medida de la inversién sexual (TM,;
proporcién de descendencia sexual total de cada hembra madre). Ademas,
también se calculd la edad especifica en que inicia la produccién de hijas
sexuales y asexuales. En cuanto al éxito reproductivo, se calcularon dos
medidas diferentes: (1) para la descendencia total (ER) Y (2) solo para las
hijas asexuales (ERsex). El tiempo de generacidn se calculd con la siguiente

ecuacion:

TG = (Z(x +0.5) fx> / (Z fx>

p Ecuacién 2

donde x = edad de la hembra madre en cada evento de observacién vy f, =
numero de descendientes producido desde la edad x hasta la edad x + 1. Se
calcularon tres medidas diferentes de TG: (1) para la descendencia total
(TGiotal), (2) para hijas asexuales (TG.sex) Y (3) para las hijas sexuales (TGsey).
Cuando se utilizan en los resultados las opciones (2) o (3), se indica
explicitamente. La tasa intrinseca de crecimiento (r) se calculé a partir de

los registros diarios de fecundidad de cada hembra madre mediante la
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resolucion de la ecuacién de Euler-Lotka (Ecuacion 3) utilizando la

herramienta Microsoft Excel Solver:

-r (x +0.5)
DX
Ecuacion 3

donde n, es la descendencia producida desde la edad x hasta la edad x + 1
(Birch, 1948). La estimacién de este valor de r como la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional debe tomarse con precaucion dado que, en primer
lugar, para interpretar este valor, se parte del supuesto de que la cohorte
(en este caso, una sola hembra) y su descendencia son muestras de una
misma poblacidn ideal. En segundo lugar, como el interés del estudio es el
costo del sexo a corto plazo, las hijas asexuales y sexuales se consideraron
equivalentes, por lo que esta estimacidn fue, en el mejor de los casos, la
tasa intrinseca de crecimiento potencial (es decir, la tasa de aumento que
deberia tener una poblacién o genotipo si no hubiese inversién en
descendencia sexual; véase, Montero-Pau et al., 2014). En tercer lugar, la
condicidn fisiolégica de una hembra madre se espera que sea diferente de
la de su descendencia, en este caso, al menos por el hecho de que proviene
de un huevo diapdusico. Sin embargo, se espera que esta estimacién del
valor de r sea una métrica compuesta correlacionada con la eficiencia de

cada genotipo.

Con el fin de evitar sesgos debido a la correlaciéon entre la
esperanza de vida del individuo y la probabilidad de pérdida accidental
durante la manipulacion experimental, las hembras que se perdieron (en
total seis hembras madre, en los dias seis y siete) fueron incluidas en los
analisis como datos censurados, utilizando el método de sustituciéon de la
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media (véase, Little & Rubin, 2002; Enders, 2010). Es decir, se asumio que,
después de haber perdido a la hembra, ésta habria tenido los mismos
parametros demograficos que el promedio del resto de las hembras madre

de la cohorte.

Andlisis estadisticos

Para probar la hipdtesis de todo lo demds es igual, se analizaron las
relaciones entre la tasa de mixis vs. cada pardmetro de la historia de vida
(eo, ER, TG y r), mediante el calculo de los coeficientes de correlacién de
Pearson, utilizando el paquete estadistico SPSS v.19.0 (SPSS Inc., Chicago,
EE. UU). Ademas, se exploraron otras correlaciones por pares entre RHV.
Los efectos posibles debidos a las diferencias de los factores poblacién y
tiempo de almacenamiento de los huevos diapdusicos en los RHV se
descartaron (P > 0,05; en todos los casos) previo a los analisis realizados por
medio de modelos lineales generalizados (MLG), asumiendo diferentes
distribuciones de errores y funciones de enlace dependiendo de cada RHV
(i. e., distribucion de errores de Poisson y log como funcién de enlace para
éxito reproductivo y periodo reproductivo; distribucién gaussiana de
errores y funcién de enlace de identidad para esperanza de vida, tiempo de
generacion y tasa de mixis). Ademas, se analizé el factor edad de los
sedimentos de cada poblaciéon de la cual fueron aislados los clones
experimentales para descartar su efecto sobre los RHV. Los resultados

confirmaron que no hubo efecto significativo de este factor.

Finalmente, para analizar la relacién entre la edad especifica de
inversion en la reproduccién sexual y la edad de la hembra, se realizé otro

MLG del nimero de descendientes (F;) producidos por las hembras madre
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como la variable de respuesta y se asumié una distribucion de Poisson de
los errores con log como funcion de enlace. La edad de la hembra, tipo de
descendencia (sexual o asexual) y su interaccion fueron introducidos como
factor de efectos fijos. Todos los andlisis MLG se implementaron utilizando
la funcidon glm del paquete stats en el software estadistico R v.3.1.1 (R

Development Core Team, 2014).

Resultados

Pardmetros de la historia de vida

La tasa de mixis de las hembras de la cohorte promedié un 0,09 (rango de O
a 0,333). No todas las hembras madre tuvieron hijas sexuales, solamente el
62 %. Para esta fracciéon de hembras, la cantidad de descendencia sexual
fue mucho menos abundante (3,3 + 0,4 hembras) que la asexual (20,5 + 0,9
hembras). Los valores promedio de los RHV obtenidos para la cohorte de B.

plicatilis se muestran en la Tabla 4.1.

La Figura 4.2 muestra las relaciones por parejas entre los RHV. En
cuanto a la evaluacion del supuesto todo lo demds es igual (i. e., en el que
las hembras sexuales y asexuales son equivalentes en sus rasgos de historia
de vida y, por lo tanto, la inversion sexual es costosa), primero, se observa
una variabilidad en la tasa de mixis de 0 a 0,333; segundo, la tasa de mixis
no se correlaciond significativamente con ningln otro rasgo de la historia
de vida considerando la descendencia total F; (Fig. 4.2 a-c), lo que indica
que mas sexo no favorece la eq 0 el ERy de las hembras madre. De
acuerdo con esto, también se observd una falta de correlacidon entre la tasa
intrinseca de crecimiento y la tasa de mixis (Pearson r = -0,09, P = 0,55;

datos no representados graficamente), el valor de r oscilé entre 0,696 y
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0,921 entre las hembras madre sin inversidon en reproduccion sexual, y vario
de 0,676 y 0,883 en aquellas madres con una inversion mayor a 0,150. Es
decir, las hembras que invierten mas en hijas sexuales no producen mads
hijas asexuales que compensen la produccidon de las hijas sexuales. Sin
embargo, la tasa de mixis se correlaciond negativamente con el ERgsex
(Pearson r = -0,68, P <0,001; Fig. 4.2 a), lo que pone en evidencia un
compromiso. Por otro lado, se presentd una correlacion positiva, débil,
pero significativa entre la ey y el TGy, (Pearson r = 0,31, P <0,05; Fig. 4.2 f),
aunque la correlacién no se presenté cuando se utilizaron los resultados de
TG.sex (Pearson r=0,26, P = 0,08) o con los datos de TG, (Pearson r = 0,20,
P=0,32).

Tabla 4.1. Media y error estandar de los rasgos de historia de vida (RHV) de una cohorte de
45 hembras de B. plicatilis provenientes de huevos diapdausicos de diez cuerpos de agua
salobres espafioles. Estos RHV se calcularon agrupando los valores individuales de cada
hembra.

Rasgos de la historia de vida Promedio * EE Rango

Exito reproductivo de por vida (ER)
ERtotaI 23,9 * 0,5 13,3 - 28,0
ERasexual 21,9 + 0,6 9,3 - 28,0

Tiempo de generacion (TG, dias)

TGrotal 4,51 + 0,04 40-5,1

TGsex 4,55 +0,04 39-53

TGgex 4,05 = 0,09 3,2-55
Tasa intrinseca de crecimiento (dl'as'l) 0,791 +£ 0,009 0,676 -0,921
Tasa de mixis 0,087 £ 0,015 0-0,33
Esperanza de vida (dias) 9,2+0,3 6,5-15,5
Periodo reproductivo (dias) 51+0,1 4,0-6,0
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Figura 4.2. Correlaciones entre los rasgos de la historia de vida estimados a partir de una

cohorte de 45 hembras madre del rotifero B. plicatilis, provenientes de diez cuerpos de agua
espafioles. Los circulos negros son los datos de la descendencia total; los circulos blancos
corresponden solo a datos para descendientes asexuales. La inversion sexual corresponde a

la tasa de mixis.
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La Figura 4.3 muestra que casi todas las hembras tuvieron un periodo post-

reproductivo, lo que es consistente con la falta de una correlacion

significativa entre la eg y el ERyora1 Y €l ER.sex (Fig. 4.26).

Clon

Descendencia asexual
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0,0
0,2-1,9
2,0-29
3,0-3,9
4,0-4,9
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8,0-9,0
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Descendencia sexual
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Edad (dias)

2 4 6 8 10 12 14 16
Edad (dias)

Figura 4.3. Supervivencia y fecundidad de 45 hembras genéticamente diversas de B.
plicatilis, de diez cuerpos de agua espafioles. La supervivencia individual esta
ordenada, la mds corta se observa en la parte superior, la mas larga en la parte
inferior. La escala de grises esta asociada a una mayor o menor fecundidad.

Segun el analisis MLG (Tabla 4.2), hubo un efecto significativo tanto

de la edad de la hembra madre (P <0,001), el tipo de descendientes

sexuales o asexuales producidos en la F; (P <0,001), asi como de la

interaccion entre la edad y el tipo de descendencia (P = 0,008). Lo anterior

también se observa en la comparacion visual en los graficos, donde se

muestra la fecundidad femenina segun la supervivencia individual y el tipo

de descendencia asexual y sexual que tuvieron (Fig. 4.3). Los patrones de

fecundidad difieren claramente dependiendo del tipo de descendencia en

la Fy, las hijas sexuales fueron producidas un poco antes (TG = 4,08 + 0,04 d)

que las hijas asexuales (TG = 4,57 + 0,09 d) y durante un tiempo mas corto

(4 dias frente a 6 dias de periodo reproductivo).
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Tabla 4.2. Andlisis de MLG de los efectos en el nimero de descendientes producidos
por una cohorte de 45 hembras madre de B. plicatilis.

Efecto g.l. X Valor de P
Edad 1,538 1676,86 < 0,001
Tipo de descendencia 1,537 850,53 < 0,001
Edad x Tipo de descendencia 1,536 843,42 0,008

Discusion

El costo del sexo es evidente cuando se comparan los RHV entre hembras
partenogenéticas ciclicas de B. plicatilis que ostentan variaciéon en la
proporcién de descendientes sexuales producidas, considerada una medida
de la inversién sexual. La falta de correlacidon entre la tasa de mixis y
cualquier otro RHV estudiado implica que, una mayor inversién en el sexo
no es compensada con una mayor esperanza de vida, o un mejor éxito
reproductivo. Por lo tanto, nuestros datos experimentales apoyan la
hipotesis de que el sexo es costoso en estos rotiferos. Dados estos
resultados, cabe la duda de si el disefio experimental tuvo un poder
estadistico adecuado. Sin embargo, es poco probable que fuese
inadecuado, ya que las correlaciones que encontramos entre la tasa de
mixis y los RHV estudiados, aunque no significativas, fueron negativas, es

decir, lo contrario de lo que se esperaria si existiera compensacion.

Los RHV estudiados fueron similares independientemente de la
inversiéon en la descendencia sexual de los genotipos estudiados, lo cual
respalda la suposiciéon de la equivalencia en sus historias de vida. Estos
hallazgos coinciden con otro estudio de tabla de vida realizado por Stelzer
(2011), donde comparé hembras partenogenéticas ciclicas y asexuales

obligadas originadas del mismo genotipo materno en el rotifero B.
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calyciflorus, y donde el supuesto de todo lo demds es igual se cumplié en
las tasas de crecimiento poblacionales. Este hallazgo también coincide con
estudios realizados con otros modelos bioldgicos (p. e., Jokela et al., 1997,
Crummett & Wayne, 2009; Gibson et al., 2017; Schlupp et al., 2010),
incluidos otros partenogenéticos ciclicos (Scheiner & Yampolsky, 1998;
Wolinska & Lively, 2008). Sin embargo, la equivalencia en los rasgos de la
historia de vida entre hembras sexuales y asexuales no es la regla general
(véase las revisiones de, p. e., Lehtonen et al., 2012; Meirmans et al., 2012;
Stelzer, 2015). El contraste de resultados entre estos estudios indica que el
costo del sexo podria ser dependiente de ciertos RHV y de la especie, y que
el mantenimiento del sexo podria ser mas dependiente de la especie de lo
gue se asumia anteriormente (West et al., 1999; Meirmans & Strand, 2010;
Meirmans et al., 2012). Inclusive, un beneficio del sexo especifico del linaje

podria neutralizar cualquier costo preexistente del sexo (Stelzer, 2015).

La ausencia de una compensacién entre la tasa de mixis y los RHV
estudiados pone indirectamente en evidencia el costo del sexo en B.
plicatilis y se necesita de otros factores compensatorios alternativos que
expliguen su mantenimiento en este rotifero partenogenético ciclico. Se
puede suponer que, como en otros organismos sexuales facultativos, las
hembras de rotiferos que invierten poco en descendencia sexual podrian
reducir el costo del sexo mientras mantienen casi todas las ventajas del
sexo (Green & Noakes, 1995; Peck & Waxman, 2000; D'Souza & Michiels,
2010; Stelzer & Lehtonen, 2016). Aun asi, en algunos estudios con rotiferos
sometidos a condiciones heterogéneas vs. homogéneas se ha descrito que
las tasas mas altas de sexo evolucionan en entornos heterogéneos vy

novedosos, es decir el sexo es lo suficientemente ventajoso en este tipo de
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ambientes para solventar su costo inherente (Becks & Agrawal, 2010,

2012).

Como era de esperar, la inversién en reproduccién sexual fue
variable entre los genotipos estudiados. Hay que recordar que las hembras
madre fueron mantenidas en un experimento de jardin comun, y que esta
técnica busca minimizar la variacién ambiental y exponer si existe un
componente genético subyacente. Entonces, la variabilidad observada
plantea la pregunta de por qué se incurren en diferentes costos del sexo. La
explicacion evidente, en este tipo de rotiferos, puede centrarse en el hecho
de que el sexo estd ligado directamente con la producciéon de huevos
diapdusicos, debido a que existe una presion de seleccion fuerte para
sobrevivir a los periodos ambientales adversos (véase, p. e., Tarazona et al.,
2017). Entonces, esta interaccidn entre el sexo y la diapausa deberia reducir
los costos (Serra & Snell, 2009; Stelzer, 2015; Stelzer & Lehtonen, 2016).
Ademds, dado que los huevos diapdusicos son el resultado de Ia
recombinacién sexual, también se espera una relaciéon entre la variacién
genética y la inversién en el sexo, y se asume que esta variacién genética
seria ventajosa a largo plazo para hacer frente a las novedades ambientales

(Becks & Agrawal, 2012; Lehtonen et al., 2012; Stelzer & Lehtonen, 2016).

La mayoria de las investigaciones que hacen uso del supuesto de
que todo lo demds es igual se ha centrado en las comparaciones entre
linajes dentro de una especie que tiene diferentes modos de reproduccion
(Kondrashov, 1993; Hurst & Peck, 1996; Neiman et al., 2010). Sin embargo,
estas comparaciones han suscitado algunas criticas. Por ejemplo, puede

haber efectos confundidos debido a diferencias en el origen, antecedentes
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genéticos, historias ambientales y evolutivas entre las hembras asexuales y
sexuales objeto de las comparaciones, incluso si pertenecen o no a la
misma poblacién (Jokela et al., 1997; Corley & Moore, 1999; Kramer &
Templeton, 2001; Simon et al., 2003; Allen & Lynch, 2008; Stelzer, 2011).
Con la utilizacién del modelo bioldgico estudiado en esta tesis, adoptamos
un enfoque diferente, pues en lugar de comparar linajes partenogenéticos
ciclicos vs. asexuales, se compararon directamente los RHV de hembras de
rotiferos individuales con capacidad diferente para producir hijas sexuales y
asexuales analizadas en un entorno experimental favorable comun (Stelzer,
2015; Ram & Hadany, 2016). Este enfoque facilita la interpretacion de la
comparacion entre hembras que son equivalentes y que tienen inversiones

en el sexo diferentes.

De acuerdo con los resultados de este capitulo, el éxito
reproductivo total fue igual entre las hembras de rotifero individuales,
independientemente de las tasas de mixis que presentaron. Por lo tanto, se
deduce que una mayor inversion sexual tiene como consecuencia una
disminucién importante en la produccidn de hijas asexuales, como lo
demuestra la correlacidn negativa que se observé entre la tasa de mixis y el
éxito reproductivo calculado para la descendencia asexual. Este
compromiso es basico, ya que la eficiencia de las estrategias sexual y
asexual de un genotipo no son independientes, sino que estan
comprometidas, ya que se contraponen entre si en la historia de la vida de
los rotiferos partenogenéticos ciclicos, lo cual ha sido ampliamente
analizado desde el punto de vista tedrico (Snell, 1987; Serra & Carmona,
1993; Serra & King, 1999; Stelzer, 2005). Por lo tanto, los costos del sexo

causan un compromiso entre el crecimiento actual de la poblacién por la
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proliferacidn asexual (clonal) y la persistencia de la poblacidn a largo plazo a
partir de los huevos diapausicos, producidos sexualmente. Este
compromiso puede afectar a los patrones éptimos de reproduccion sexual,
los cuales han sido correlacionados con las caracteristicas del habitat
(Carmona et al., 1995; Serra et al., 2004; Campillo et al., 2011; Franch-Gras
et al., 2017). A pesar de que existen pocos estudios que han abordado el
supuesto de todo lo demds es igual en ambientes naturales (p. e., Jokela et
al., 1997; Gibson et al., 2016, 2017), los resultados que se encontraron en
este capitulo en experimentos de laboratorio son consistentes con la
seleccion de los genotipos que tienen menor propensidn al sexo a lo largo
de una temporada de crecimiento poblacional de B. plicatilis en condiciones

naturales, descrita en el capitulo anterior (Capitulo 3).

Como se ha resaltado previamente, el inicio del sexo en el género
de rotiferos Brachionus es inducido por un factor proteinico inductor de la
reproduccion sexual (MIP) que se correlaciona con la densidad poblacional
(en inglés, quorum sensing) (Stelzer & Snell, 2003; Snell et al., 2006;
Kubanek & Snell, 2008), aunque la induccién sexual también puede
depender de otros factores endégenos (Hagiwara et al., 2005; Gilbert &
Schréder, 2007; Gilbert, 2007). Un factor endégeno que afecta la inversion
en sexo, y que ha sido estudiado ampliamente, es la edad de la madre. El
resultado de que una mayor inversidon sexual ocurre a edades mas
tempranas es un patréon que se ha encontrado en otros estudios con
especies del complejo B. plicatilis (Lubzens & Minkoff, 1988; Carmona et al.,
1994), del complejo B. calyciflorus (Pourriot & Rougier, 1976, 1977; Rougier
& Pourriot, 1977; Rougier et al., 1977) y en la especie B. rubens (Pourriot &

Rougier, 1976; Pourriot et al., 1986; Fussmann et al., 2007). En cambio,
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otros estudios mostraron un patrén diferente en el que la produccién de
hijas sexuales no disminuye a medida que las madres envejecian (Gilbert &
Schréder, 2007) o incluso, se ha reportado que no hay efecto de la edad
(Pourriot & Rougier, 1978; Gilbert & Schroder, 2007). Estas diferencias se
han atribuido a la variacidon genética entre los clones y las especies, las
diferencias entre la edad y los cambios en la produccion de la MIP, o por su
capacidad de respuesta a la MIP, o de ambos (Gilbert & Schroder, 2007). El
efecto de la edad de la madre en la inversion sexual fue diferente entre los
genotipos que se estudiaron en este capitulo. Segln las predicciones
tedricas, el momento de la produccion de las hijas sexuales influye en el
costo del sexo en los rotiferos, de modo que, en un periodo de
reproduccion sexual el producir descendencia sexual al final de la vida
minimizaria el costo del sexo, en comparacién con una produccién
temprana (Stelzer, 2011). Esto tendria consecuencias en la capacidad
competitiva de los genotipos clonales durante la temporada de crecimiento
plancténico si presentan diferentes patrones de produccién de
descendencia sexual, condiciones que se analizaron con mayor detalle en el

siguiente capitulo (Capitulo 5).
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éLa diversidad genética reduce la competencia?

Introduccion

La diversidad genética puede tener un efecto positivo en la eficiencia
promedio de una poblaciéon al reducir la competencia intraespecifica a
través del aumento de la amplitud de nicho (Bell, 1985; Cheplick, 1992;
Tagg et al., 2005a). Esta reduccién en la competencia intraespecifica
podria esperarse si los genotipos que componen una poblacion
genéticamente diversa difieren en el uso de los recursos, lo que
conduciria a que los recursos potenciales sean utilizados de manera
mas eficiente cuando se compara con una poblacién genéticamente
homogénea (Vrijenhoek, 1979; Tilman, 1999; Swanson et al., 2003;
Hughes et al., 2008). La reproduccién sexual promueve una mayor
diversidad genética lo que, hipotéticamente, tendria beneficios a corto
plazo (Maynard-Smith, 1978; Bell, 1985; Koella, 1988). Ademas, las
ventajas de la variacion genética dentro de las poblaciones son
relevantes para comprender el mantenimiento de la variabilidad
genética dada la competencia en poblaciones naturales (p. e.,
Svanback & Bolnick, 2007) como se ha planteado para los

partenogenéticos ciclicos (Hebert, 1987; Carvalho, 1994).

La relacion entre la diversidad genética y la competencia
intraespecifica ha sido estudiada empleando diferentes organismos

mediante la comparacidn de diferentes rasgos de historia de vida entre

91



Capitulo 5

individuos de origen sexual y asexual, o a través del andlisis de las
diferencias entre grupos genéticamente diversos vs. genéticamente
homogéneos en una sola especie. Se han reportado resultados
contradictorios hasta la fecha. Algunos estudios demostraron que, una
alta diversidad genética favorece el rendimiento de genotipos
individuales aumentando su supervivencia, fecundidad y/o crecimiento
individual (p. e., ascidias —Aguirre & Marshall, 2011-; peces -Moav &
Wohlfarth, 1974; Griffiths & Armstrong, 2001-; crustdceos -Weeks &
Sassaman, 1990-; saltamontes —-Caesar et al., 2010-; moscas —Pérez-
Tomé & Toro, 1982; Martin et al., 1988-; pastos —Kelley, 1989-; arboles
-Boyden et al., 2008-). Sin embargo, otros estudios detectaron poca
evidencia de la ventaja de la diversidad genética (plantas —Willson et
al., 1987-; escarabajos -Garcia & Toro, 1992-) e incluso, se han
registrado resultados negativos (plantas -Willson et al., 1987-;
escarabajos —Jasienski et al., 1988-; Garcia & Toro, 1992-; hierbas
anuales -Burt & Bell, 1992-; renacuajos -Jasienski, 1988-). Por lo tanto,
para una mejor comprension de las relaciones entre la diversidad
genética y la competencia intraespecifica se necesita mas evidencia

empirica.

Los invertebrados partenogenéticos ciclicos son organismos
modelo que reunen los requisitos para evaluar facilmente si la
diversidad genética tiene implicaciones al regular la intensidad de las
interacciones ecoldgicas (Simon et al., 2002; Fussmann, 2011), como la
competencia intraespecifica, ya que son de tamafo pequefio y tienen
tiempos de generacién cortos, lo que facilita el estudio de las

dinamicas poblacionales en el laboratorio. También, son capaces de
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clonarse de forma natural, y se puede comparar la dindmica de las
poblaciones homogéneas (i. e., compuestas de un genotipo clonal
Unico) y la dindmica de las poblaciones genéticamente diversas (i. e.,

compuestas por un conjunto de clones).

Brachionus plicatilis tiene muchas caracteristicas convenientes
para analizar si la diversidad genética favorece el crecimiento, la
reproduccion y la capacidad competitiva en poblaciones con diversos
genotipos. En primer lugar, su taxonomia estd bien establecida (Ciros-
Pérez et al., 2001a) y la diversidad genética de sus poblaciones
naturales se ha estudiado exhaustivamente (Gémez & Carvalho, 2000;
GOmez et al., 2000; Campillo et al., 2009), ademas, se ha demostrado
qgue existen diferencias ecoldgicas significativas en los rasgos de la
historia de vida entre clones de las poblaciones de esta especie de
rotifero (Aparici et al., 2001; Carmona et al., 2009; Campillo et al.,
2010). En segundo lugar, los clones se pueden fundar facilmente
eclosionando huevos diapausicos recolectados del sedimento de los
lagos, obteniendo una colecciéon de individuos genéticamente variables
presentes en la naturaleza. En tercer lugar, los cultivos de laboratorio
iniciados a partir de unos pocos individuos pueden alcanzar Ia
capacidad de carga en unos cuantos dias cuando acontece la

competencia por limitacién de recursos.

El objetivo de este capitulo consistid en probar la hipétesis de
que la competencia intraespecifica disminuye con el aumento de la
diversidad genética. Con este objetivo, se compararon algunos

componentes de eficiencia que se estimaron entre poblaciones
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experimentales de B. plicatilis genéticamente diversas (i. e.,
compuestas por un conjunto de ocho genotipos) vs. homogéneas (i. e.,
compuestas por un solo genotipo clonal), cuando estas poblaciones
crecieron por separado y en competencia. La prediccién de la que se
parte es que, las poblaciones genéticamente diversas podrian tener
valores mas altos en los componentes de eficiencia respecto las
poblaciones homogéneas si existiera una relajacion de la competencia

como resultado de la diferencia entre los genotipos.

Métodos particulares

Se sabe que la poblacion de B. plicatilis en Poza Sur presenta una
variabilidad genética importante en términos de su heterocigosidad, la
cual varia de 0,45 a 0,51 en marcadores genéticos de microsatélites
(Gémez & Carvalho, 2000; Campillo et al., 2009), de acuerdo con esto,
en los experimentos realizados en este capitulo se manipuld la
variabilidad genética utilizando diferentes genotipos individuales
provenientes de Poza Sur con el fin de explorar los resultados de la
competencia entre poblaciones experimentales con diversidad

genética diferente.

Disefio experimental y establecimiento de los clones

Se eclosionaron 60 huevos diapdusicos, los cuales representan
genotipos unicos y diferentes entre si. De las hembras eclosionadas, 32
nacieron alrededor de las 48 h y, de éstas, se seleccionaron al azar
ocho que se cultivaron en placas de Petri con 60 mL de medio de
cultivo. Un dia después, se cambiaron a medio fresco y, dos dias

después, sus hijas (1-3 neonatas) se transfirieron individualmente a
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placas Petri nuevas con 60 mL de medio, mientras que las madres se
descartaron. Este proceso fue repetido hasta la sexta generacion
cuando se alcanzaron 80 hembras por clon. Este procedimiento evité la
acumulacion de la MIP vy, por lo tanto, la induccién de la reproduccion
sexual gracias a que se mantuvo la densidad de la poblacién por debajo

de 0,07 hembras mL* (Aparici et al., 1996).

Los contenedores experimentales utilizados fueron construidos
de manera similar a los de Tagg et al. (2005a). Estos consistieron en
recipientes de plastico (didmetro = 11 cm; altura = 12 cm) divididos
longitudinalmente en dos partes iguales y separados por una malla

Nytal con un tamafo de poro de 30 um (Fig. 5.1 A).

A B
(1)

Monoclonal i Monoclonal

MC(PC) Mc(mC)
16 hembras | 16 hembras

|
Malla de Nytal de un clon de un clon

30-pum de tamaiio de
poro

8 réplicas

Monoclonal
MC(MC)
16 hembras
de un clon

Policlonal
PC(MC)
2 hembras

de cada clon

(8)

Policlonal
PC(MC)
2 hembras

de cada clon
(8)

Policlonal
PC(MC)
2 hembras
de cada clon
(8)

8 réplicas

4 réplicas

Figura 5.1. A. Disefio de los contenedores experimentales divididos en dos partes
iguales por una malla Nytal de 30 um. B. Disefio experimental utilizado en cultivos de
B. plicatilis: (1) la misma poblacién monoclonal (MC) en ambos lados del recipiente;
(2) una poblacion MC en un lado y una poblacidn policlonal (PC) en el otro; y (3) una
poblacién PC en ambos lados.
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El uso de la malla evitd que los individuos y los huevos se
movieran de una parte del contenedor a la otra, dado que, las hembras
de B. plicatilis miden en promedio 300 x 225 um y los machos 130 x 80
pUm, mientras que los huevos de menor tamariio (i. e., de machos) en su
eje mas corto miden alrededor de 50 um. Aunque el tamafio de poro
de la malla si permitia la mezcla libre del medio de cultivo y de las
algas, confirmado en observaciones preliminares. De tal manera que,
las poblaciones colocadas en cada uno de los dos lados del contenedor
compartian los recursos, pero los organismos permanecian separados
fisicamente y, por lo tanto, podian ocurrir interacciones competitivas

sin restricciones.

En el disefio experimental se utilizaron dos tipos de
poblaciones, una monoclonal y la otra policlonal (Fig. 5.1 B). La
poblacién monoclonal (MC), se establecid a partir de 16 hembras
jévenes del mismo clon, genéticamente idénticas, mientras que la
poblacién policlonal (PC), genéticamente diversa, se establecié a partir
de dos hembras jovenes de cada clon. Se utiliza el término poblacion
experimental para el conjunto de rotiferos que crecen en una de las
mitades del contenedor. Se crearon tres tipos de cultivos
experimentales (Fig. 5.1 B): (1) la misma poblacién MC en ambos lados
del contenedor (es decir, un solo clon en todo el contenedor); (2) una
poblacién MC en un lado y una poblacién PC en el otro, y (3) la
poblacién PC en ambos lados. La diversidad genética aumenta en los
cultivos experimentales del 1 al 3. Se realizaron ocho réplicas por
tratamiento (uno por clon) para los cultivos experimentales 1y 2, y

cuatro repeticiones para los cultivos experimentales 3. La dindamica de
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las poblaciones fue monitoreada de forma independiente en ambos
lados del contenedor. Esto produjo cuatro conjuntos de datos:
MC(MC), con 16 dindmicas poblacionales (2 lados del contenedor por 8
clones); MC(PC), 8 dindmicas poblacionales (una por clon); PC(MC), 8
dindmicas poblacionales (una por clon); y PC(PC), con 8 dinamicas
poblacionales (2 lados por 4 réplicas). Es importante tener en cuenta
que las dindmicas MC(MC), PC(MC) y MC(PC) no se replicaron dentro
de los clones. Para cada conjunto de datos mencionado anteriormente,
las iniciales antes de los paréntesis se refieren a la poblacidn de interés
en un lado del contenedor, y las iniciales entre paréntesis se refieren a

la poblacién competidora creciendo en el otro lado.

Las poblaciones experimentales se iniciaron introduciendo 16
hembras en cada lado del contenedor (véase arriba) en 600 mL de
medio de cultivo. Todos los cultivos experimentales se iniciaron al
mismo tiempo y se colocaron aleatoriamente en una camara climatica
a 18° C, en oscuridad, sobre un agitador orbital a ~28 rpm. Se
colectaron diariamente de manera sincrénica 45 mL de cada seccién
del contenedor (i. e., 15 % del volumen total) con pipetas de alto
volumen. El volumen extraido se reemplazé con medio fresco vy
microalgas como alimento (8 mg C L7; véanse los detalles en el
Capitulo 2). Cuando la densidad de las muestras recolectadas era
inferior a 0,2 hembras mL?, durante los primeros dias del experimento,
las hembras fueron devueltas al cultivo una vez que se contabilizaron y
clasificaron segun su tipo sexual. Cuando las densidades fueron
mayores, las hembras no fueron devueltas al contenedor. Para mejorar

la estimacién de la frecuencia de los tipos reproductivos de las
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hembras, de cada muestra se aislaron hasta 18 hembras sin huevos, y
se cultivaron individualmente para determinar su tipo de descendencia
(véanse detalles en el Capitulo 2). El resto de las muestras se
preservaron con una solucién de Lugol al 4 % vy, posteriormente, las
hembras fueron contadas y clasificadas segun su tipo reproductivo. Los
cultivos fueron monitoreados durante 15 dias. Los parametros de
eficiencia registrados fueron: (1) el nimero de hembras no ovigeras,
(2) el nUmero de hembras ovigeras en funcién del tipo de huevos que
acarreaban (Carmona et al., 1995), es decir, asexual de hembra, sexual
no fertilizado de macho, o sexual fertilizado y diapdusicos, y (3) el
numero de huevos diapdusicos, tanto los transportados por las
hembras, como aquellos desprendidos y encontrados en el fondo del

contenedor.

Pardmetros de la dinadmica poblacional

Para caracterizar a las poblaciones de rotiferos se establecieron las
siguientes series de tiempo: (1) la densidad de las hembras, (2) la
fraccion de hembras clasificadas como sexuales y (3) la densidad de
huevos diapdusicos. Cuando la misma poblacién experimental estaba
en ambos lados del contenedor [p. e., MC1(MC1)], se calculd una sola
serie de tiempo para evitar la pseudoreplicacidon, para esto, se
sumaron los recuentos de los dos lados del contenedor. Los
componentes de eficiencia bioldgica que se estimaron y que resumen
la dindmica de cada serie de tiempo fueron: (1) la tasa intrinseca de
crecimiento poblacional (r), (2) la capacidad de carga (K), (3) la tasa de
mixis integrada para el periodo de crecimiento completo, que

constituye una sola medida de la inversidn en reproduccion sexual, (4)
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la tasa de mixis integrada para el periodo de crecimiento exponencial,
(5) la produccion de huevos diapausicos por hembra sexual, y (6) la
produccidon total de huevos diapausicos. La tasa intrinseca de
crecimiento se estimé mediante una regresién de minimos cuadrados
usando la ecuacién InN; = InNy + rt, dénde N; y Ny son las densidades
de rotiferos (hembras por mL™ en los dias t y to), t es el tiempo (en
dias) y r la tasa intrinseca de crecimiento (dia™). La regresién se realizé
con los datos del periodo de crecimiento exponencial, es decir, de los
dias 3 al 7, este periodo se estimé mediante la inspeccion visual de las
dindmicas poblacionales. La capacidad de carga se estimé como el
valor mas alto de densidad, obtenido del promedio de tres densidades

consecutivas.

Las estimaciones de la tasa de mixis integrada de todo el
periodo y el de la fase de crecimiento exponencial se calcularon a
partir del conjunto de datos de los periodos correspondientes
siguiendo la Ecuacién 1 (Carmona et al., 1995; véase el Capitulo 3). La
producciéon de huevos diapdusicos se estimd extrapolando el recuento
de la dltima muestra (45 mL) al volumen total y sumando la cantidad
de huevos diapdusicos removidos de las muestras anteriores. Para
estimar la produccién total de huevos diapausicos, la suma final se
dividid por el numero inicial de hembras (i. e., 16 individuos), de modo
que la produccién de huevos diapdausicos fue por hembra inicial. Para
estimar la produccién de huevos diapausicos por hembra sexual, la
suma final de huevos se dividié por el nimero integrado de hembras
sexuales. Este ultimo pardmetro es un valor compuesto de los otros

parametros (i. e., no es matematicamente independiente).
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Andlisis estadisticos

Se realizaron Analisis de Varianza (ANOVA) para probar la importancia
de los efectos sobre los componentes de eficiencia de las poblaciones.
Se realizaron ANOVAs de dos vias sin replicas (Sokal & Rohlf, 1995)
para analizar las diferencias entre las poblaciones experimentales y
para probar la variacidn entre los clones. Los efectos fueron: poblacidon
experimental (MC(PC) vs. MC(MC) como efecto fijo y clon con ocho
niveles como efecto aleatorio. Este ANOVA es un disefio de bloques al
azar, donde los clones son los bloques y los tratamientos son los dos
tipos de poblaciones experimentales. En consecuencia, las fuentes de
varianza son: (1) tratamiento (poblacién), (2) bloques (clon) y (3) el
error/residual. La obtencion de un efecto significativo del tratamiento
significa que la poblacidn experimental afecta el componente de
eficiencia correspondiente, mientras que un efecto significativo de
bloque implica que los clones muestran variacidén en su respuesta para
el pardmetro de poblaciéon ensayado. En consecuencia, la variacion
entre clones (i. e., genética) puede ser estimada a partir de los
cuadrados medios de los bloques y los cuadrados medios del error.
Debido a la falta de réplicas, no fue posible calcular las interacciones
entre los dos factores. Para cada componente de eficiencia se estimd
una media general y su error estdndar utilizando este disefio. A partir
del mismo analisis, se calculé la heredabilidad en sentido amplio (H%)
como el cociente entre la varianza genética (i. e., la varianza entre
clones) y la varianza fenotipica (i. e., la varianza total) siguiendo el
procedimiento para organismos clonales descrito en Lynch & Walsh

(1998). Para comparar las poblaciones policlonales PC(MC) vs. PC(PC)

100



Capitulo 5

se realizd un ANOVA de una via (Sokal & Rohlf, 1995). También se
estimdé una media general y su error estandar para cada componente
de eficiencia utilizando este disefio. Las medias generales estimadas
para las poblaciones monoclonales y policlonales de ambos disefios se
compararon mediante pruebas t asumiendo varianzas desiguales. Se
exploraron las relaciones entre los componentes de eficiencia de los
tratamientos MC utilizando el coeficiente de correlacién de Pearson y
un analisis de componentes principales (ACP), después de probar la
normalidad de los datos. Los andlisis estadisticos se realizaron con SPSS

v.14.0 (SPSS Inc., Chicago, EE. UU).

Resultados

Dindmicas poblacionales

Las dindmicas poblacionales de todos los cultivos mostraron un
comportamiento sigmoide, como era de esperarse cuando hay
competencia por recursos limitados (véase, p. e., las curvas de los
cultivos monoclonales en la Fig. 5.2).

Clon
15] -
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Figura 5.2. Dinamica poblacional (hembras ml™) de ocho clones de B. plicatilis
creciendo en cultivos monoclonales [i. e., MC(MC)].
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Ademas, la capacidad de carga (K) fue muy similar en todos los

tratamientos (Tabla 5.1) y no se detectaron diferencias estadisticas

significativas para ningun efecto fijo [i. e., MC(MC) vs. MC(PC); PC(PC)

vs. PC(MC); medias generales de MC vs. PC] (Tabla 5.2).

Tabla 5.1. Media y error estandar de los parametros obtenidos de la dinamica

poblacional de B. plicatilis en cuatro condiciones experimentales. Tratamiento
monoclonal MC(MC), n = 8; tratamiento monoclonal/policlonal MC(PC), n = §;
tratamiento policlonal/monoclonal PC(MC), n = 8; y tratamiento policlonal PC(PC), n =

4.

Condicion
experimental

MC(MC)

MC(PC)

PC(MC)

PC(PC)

Tasa intrinseca de
.. -1
crecimiento, d

Capacidad de carga,
hembras mL*

Tasa de mixis, periodo
exponencial

Tasa de mixis, periodo
completo

Produccién de huevos
diapausicos,
huevos/hembras
sexuales

Produccién total de
huevos,
huevos/hembras
iniciales

0,63 (0,02)

11,55 (0,40)

0,37 (0,04)

0,51 (0,04)

0,15 (0,02)

0,38 (0,07)

0,64 (0,04)

11,86 (0,47)

0,42 (0,04)

0,50 (0,04)

0,15 (0,02)

0,37 (0,04)

0,65 (0,04)

10,44 (0,48)

0,38 (0,02)

0,51 (0,01)

0,15 (0,01)

0,36 (0,03)

0,65 (0,02)

11,19 (0,12)

0,38 (0,02)

0,51 (0,01)

0,16 (0,10)

0,39 (0,03)
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Tabla 5.2. ANOVAs de una y dos vias sobre los parametros de la dindmica poblacional de B. plicatilis. En los ANOVAs de dos vias, el tratamiento es
un factor fijo con dos niveles: MC(MC) (i. e., cultivo monoclonal) y MC(PC) (i. e., cultivo monoclonal que crece junto con un cultivo policlonal), y
clon es un efecto aleatorio con ocho niveles. ? las pruebas son matematicamente dependientes.

Parametro ANOVA de dos vias ANOVA de una via
Fuente de variacion F g I P Fuente de variacién F g I P
Tasa intrinseca de crecimiento, d* MC(MC) vs. MC(PC) 0,21 1,7 0,66 PC(PC) vs. PC(MC) 0,01 1,10 0,93
Clon 3,57 7,7 0,06
Capacidad de carga, hembras mL™  MC(MC) vs. MC(PC) 098 1,7 0,36 PC(PC) vs. PC(MC) 1,23 1,10 0,29
Clon 6,64 7,7 0,01
Tasa de mixis, periodo MC(MC) vs. MC(PC) 2,66 1,7 0,15 PC(PC) vs. PC(MC) 005 1,10 083
exponencial * Clon 650 7,7 <001
Tasa de mixis, periodo MC(MC)vs. MC(PC) 0,03 1,7 0,88 PC(PC) vs. PC(MC) 058 1,10 047
completo * Clon 1854 7,7  <0,01
Produccién de huevos MC(MC) vs. MC(PC) 0,25 1,7 0,64 PC(PC) vs. PC(MC) 0,06 1,10 0,82
diapausicos, huevos/hembras Clon 2055 7,7 <0,01
sexuales
Produccién total de huevos, MC(MC) vs. MC(PC) 0,04 1,7 0,84 PC(PC) vs. PC(MC) 0,47 1,10 0,51
huevos/hembra inicial Clon 2315 7,7 <0,01
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Tabla 5.3. Heredabilidad en sentido amplio (H2) y pruebas t de cada parametro
poblacional estimado. Las pruebas t fueron realizadas sobre la media global de
todos los cultivos monoclonales (MC; n = 16) y policlonales (PC; n = 12).

Parametro H Pruebas t sobre las medias globales
Fuente de
., gl P
variacion

Tasa intrinseca de crecimiento, d? 0,57 MC vs. PC 0,49 13 0,63

Capacidad de carga, hembras mL? 0,73 MC vs. PC 2,13 12 0,05

Tasa de mixis, periodo exponencial ? 0,71 MC vs. PC 0,29 16 0,78

;I'asa de mixis, periodo de completo 0,92 MC vs. PC 0,28 9 0,79

Produccidén de huevos

NP 0,91 MC vs. PC 1,34 13 0,2
diapausicos/hembras sexuales

Produccién total de huevos,

huevos/hembra inicial 0,93 MC vs. PC 0,92 13 0,38

La capacidad de carga (K) de los cultivos policlonales no fue
mas alta que la observada en los cultivos monoclonales, contrario al
resultado que se esperaria si la diversidad condujera a una
disminucién de la competencia. Del mismo modo, las tasas
intrinsecas de crecimiento (r) y los pardmetros relacionados con la
reproduccion sexual tuvieron valores muy similares en todos los
tratamientos (Tabla 5.1) y el tipo de poblacién experimental no
afecté de manera significativa los parametros de eficiencia (Tabla
5.2). En contraste, todos los pardmetros de las dinamicas
poblacionales variaron de forma significativa entre los clones,
excepto la tasa intrinseca de crecimiento, donde las diferencias
fueron significativas marginalmente (Tabla 5.2). La heredabilidad en
sentido amplio (un indice de variabilidad genética total) fue

significativamente mayor que cero para todos los parametros de
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eficiencia estudiados, y su rango fue de 0,57 a 0,93 (Tabla 5.3), con

un promedio de 0,80 para todos los rasgos.

Para explorar la variacion entre clones detectada por el
ANOVA de dos vias, se realizé un ACP utilizando los parametros de
eficiencia como variables y los conjuntos de datos de las 16
dindmicas poblacionales correspondientes a los clones (i. e., en MC)
como casos; entonces, para cada clon, se utilizaron dos dindamicas
poblacionales [MC(MC) y MC(PC)]. La Figura 5.3 muestra los
resultados para los dos primeros componentes, que representan el
62,1 % de la varianza total. Los dos casos del mismo clon (i. e.,
cuando el clon crecid solo y cuando el clon crecié junto a un cultivo
policlonal), tendieron a estar muy juntos (Fig. 5.3 A), lo que es
consistente con la deteccién de un efecto del factor clon en las
pruebas de ANOVA. El primer componente (34,3 % de varianza
explicada) se correlaciond de manera negativa con la tasa de mixis en
el periodo de crecimiento exponencial y con la tasa de mixis para el
periodo de crecimiento completo; ademas, se correlaciond
positivamente con la produccidn de huevos diapausicos por parte de
las hembras sexuales, con la produccion total de huevos diapdusicos
y con la capacidad de carga. El segundo componente (27,8 % de
varianza explicada) se correlacioné negativamente con la produccion
de huevos diapausicos por hembra sexual y se correlaciond
positivamente con la tasa intrinseca de crecimiento y la capacidad de

carga.
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Figura 5.3. Andlisis de componentes principales (ACP) de los parametros de la
dindmica poblacional de rotiferos correspondientes a las poblaciones experimentales
MC(MC) y MC(PC). A. Localizaciéon de los clones en el espacio, definida por los
componentes principales uno (CP1; 34,2 % de la varianza explicada) y dos (CP2; 27,6
% de la varianza explicada) (MC = circulos negros; MC creciendo junto a un PC =
circulos blancos). B. Pesos factoriales de las variables en los ejes del ACP. r = tasa
intrinseca de crecimiento, K = capacidad de carga, TM = tasa de mixis integrada para
el periodo de crecimiento completo, TMe = tasa de mixis integrada para el periodo
exponencial de crecimiento, D = produccién total de huevos diapausicos, D/HS
produccién de huevos diapdusicos por hembra sexual.

106



Capitulo 5

Ademds, se encontré una correlacion positiva entre la
capacidad de carga y la tasa intrinseca de crecimiento (r = 0,53, g. I. =
14, P < 0,05), y se encontré una correlacién negativa entre la
capacidad de carga y la tasa de mixis integrada para el periodo de

crecimiento exponencial (r=-0,50, g. |. = 14, P < 0,05).

Discusion

Las poblaciones experimentales de B. plicatilis con mayor diversidad
genética no presentaron efectos detectables en los componentes de
eficiencia medidos. Los cultivos policlonales (i. e., genéticamente
diversos) mostraron una dindmica poblacional similar a los cultivos
monoclonales, y no se detecté ninguna diferencia estadistica,
independientemente de la combinacién experimental. Por lo tanto,
los resultados obtenidos en este capitulo no apoyan la hipdtesis de
que las poblaciones genéticamente diversas de estos rotiferos tienen
una mayor eficiencia a corto plazo con respecto de las poblaciones
genéticamente homogéneas, las cuales crecieron en condiciones
ambientales constantes, con limitacién de recursos y en ausencia de
otras interacciones interespecificas. Si la diversidad genética
estuviera asociada a una disminucién de la competencia en el uso de
recursos, se podria esperar un efecto positivo en la eficiencia, es
decir, una ampliacién del nicho ecoldgico dependiente de la
diversidad de genotipos. Aunque la combinacidn de recursos utilizada
en los experimentos de este capitulo no es una representacion real
de los recursos que utilizan las poblaciones de rotiferos en la
naturaleza, las cuatro especies de algas que se suministraron a las

poblaciones experimentales tenian diferente tamafio, movilidad y

107



Capitulo 5

calidad nutricional, y deberian ser lo bastante distintas como para
permitir que algunos de los genotipos de esta especie de rotifero
mostraran un uso diferencial de estos recursos disponibles. También
se podria cuestionar si el conjunto de clones utilizado fue lo bastante
diverso como para poder detectar un efecto notable; sin embargo,
estos clones experimentales se originaron a partir de huevos
diapdusicos resultado de reproduccién sexual (i. e., genotipos
Unicos), y que fueron recolectados al azar de una poblaciéon que
alberga una gran diversidad genética (Goémez & Carvalho, 2000;
Campillo et al., 2009). Por ejemplo, se han observado diferencias en
rasgos importantes de la historia de vida entre clones de la misma
especie (Aparici et al., 2001; Carmona et al., 2009; Campillo et al.,
2010; véanse, Capitulos 3 y 4). Esto coincide con los resultados de los
clones experimentales analizados en este capitulo, los cuales
presentaron una diversidad genética importante en componentes de
eficiencia ecolégica relevantes, como lo evidencia la alta
heredabilidad encontrada en todos los parametros demograficos
estudiados. Aunque la ausencia del efecto de un factor es dificil de
demostrar, la alta similitud en los componentes de eficiencia en
poblaciones monoclonales y policlonales sugiere que el efecto de la
diversidad genética en la disminucién de la competencia es, cuando

mucho, baja en esta poblacién de B. plicatilis.

Estudios previos hacian plausible la hipdtesis de que la
reparticion de nicho fuese importante entre genotipos de B. plicatilis,
ya que algunos resultados sugerian que la seleccién de recursos es

dependiente del tamafio, la movilidad o la toxicidad del alimento
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(Chotiyaputta & Hirayama, 1978; Hotos, 2002; Wang et al., 2005;
Zhou et al., 2009). Sin embargo, los resultados de los experimentos
de este capitulo sugieren que los genotipos de B. plicatilis son
consumidores generalistas y, aunque se necesita un analisis adicional
que incluya mas genotipos y diferentes poblaciones, la polifagia de
esta especie (Hino & Hirano, 1980; Walker, 1981; Hansen et al.,,
1997), tal vez, no esta relacionada con la diversidad clonal. Por otro
lado, actualmente se sabe que el taxdn B. plicatilis es un complejo de
especies cripticas, que incluye a la especie que se estudia aqui, B.
plicatilis sensu stricto (Gémez et al., 2002; Suatoni et al., 2006).
Entonces, el supuesto cldsico de que B. plicatilis es un consumidor
generalista podria deberse a que se han mezclado datos de
alimentacién que en realidad pertenecen a diferentes especies del
complejo. Sin embargo, los resultados de los experimentos de este
capitulo apoyan la idea de que B. plicatilis sensu stricto, después de
todo, si tiene una dieta generalista, aun cuando ya se ha resuelto la
taxonomia de esta especie. Otros estudios de competencia también
sugieren un nicho relativamente amplio en el uso de recursos entre
especies cripticas del complejo B. plicatilis donde se observé una
amplia superposicion de dietas (Ciros-Pérez et al., 2001a). Entonces,
la polifagia de B. plicatilis se correlaciona con el rango ecolégico
amplio que tiene esta especie dados los ambientes en los que habita
(Gomez et al., 1995; Serra et al., 1998; Ortells et al., 2000; Lowe et
al., 2005, 2007), lo que sugiere que, B. plicatilis es un generalista
capaz de hacer frente a la alta variabilidad temporal en los estanques

efimeros y lagos donde habita.
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En resumen, se puede hipotetizar que los genotipos de B.
plicatilis han sido seleccionados por tener nichos amplios. Esto se
opone tanto a la diferenciacidon de nicho dependiente del genotipo,
como a la ventaja sustancial de la diversidad genética en la
disminucién de la competencia dentro de la poblacién. Otros autores
han encontrado resultados similares en otros organismos modelo.
Por ejemplo, en el caso de la lombriz de tierra partenogenética
Octalasion tyrtaeum, en la que diferentes genotipos coexisten sin un
uso diferencial de los recursos (Jaenike et al.,, 1980; Jaenike &
Selander, 1985). Aunque en contraste, otros estudios han encontrado
un desempeiio superior en poblaciones compuestas por diferentes
genotipos (Weeks, 1995; Koelewijn, 2004; Crutsinger et al., 2006;
Caesar et al.,, 2010; Kotowska et al., 2010). Ademas, en otro
partenogenético ciclico zooplancténico (i. e., Daphnia pulex), se
observé una disminucién de la competencia intraespecifica en
poblaciones policlonales en comparacion con poblaciones

monoclonales (Tagg et al., 20054, b).

La variacién observada en los componentes de eficiencia
entre los clones de B. plicatilis fue altamente significativa y, lo que es
mas importante para los objetivos de este capitulo y de la tesis, es
que, la variacién ocurre en rasgos relacionados con la reproduccion
sexual. Esto ultimo es consistente con la heredabilidad significativa y
la diferenciacidon poblacional encontrada en la misma especie por
otros autores (Aparici et al., 2001; Campillo et al., 2009).
Considerando que, la variacidon entre clones fue analizada con un

ANOVA de dos vias sin replicacidn, es importante tener en cuenta
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que, el término del error en este tipo de analisis representa: (1) la
variacion no explicada por los efectos (es decir, los factores clon y
tratamiento) y (2) la variacién debida a la interaccién entre los
efectos principales, ya que se supone un modelo aditivo. Esto implica
que el estadistico F y la varianza entre clones podrian estar
subestimada (se subestimarian si existe interaccion), y la prueba de
los efectos significativos del factor perderia potencia, implicando
que, posiblemente, no se detecten los efectos que estén realmente
presentes en los datos. Por lo tanto, la conclusion de que existe una

variacion entre los clones debe tomarse de manera conservadora.

La existencia de un compromiso con base genética entre la
tasa de mixis (una medida integrada de la proporcidn en hijas
sexuales en el tiempo) y la capacidad de carga no es sorprendente
(véase p. e. Li & Niu, 2015). Este compromiso se esperaria porque una
baja inversién en sexo favorece la proliferacién partenogenética, lo
gue a su vez daria como resultado una mayor densidad poblacional,
lo que tendria consecuencias poblacionales puesto que, tanto la
densidad poblacional como la tasa de mixis contribuyen a la cantidad
de huevos diapdusicos que se producen en una estacion de
crecimiento. Aunque no se encontrd una relacion estadistica entre la
produccidn de huevos y la tasa de mixis, se espera que una tasa de
mixis moderada tenga un efecto positivo en la produccidn de huevos
diapausicos al permitir que se alcance una capacidad de carga alta
(Snell, 1987; Serra & Carmona, 1993; Serra & King, 1999; Gilbert,
2002; Serra et al., 2005; Lever et al., 2021).
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La existencia de variacion genética relacionada con la
reproduccion sexual en las poblaciones plantea la interrogante de
como se mantiene esta variacion en la naturaleza. El régimen
selectivo que actla sobre la reproduccién sexual en poblaciones de
rotiferos naturales es bastante conocido (Stelzer, 2005; Ortells et al.,
2006; Serra & Snell, 2009; Carmona et al., 2009), se sabe que las
poblaciones de rotiferos habitan de manera temporal en la columna
de agua y necesitan de los huevos diapausicos (producidos
sexualmente) para sobrevivir entre las estaciones de crecimiento. Por
lo tanto, los cambios ambientales anuales en el habitat pueden
repercutir en la variaciéon de la duracién de las estaciones de
crecimiento, en consecuencia, implicaria un régimen fluctuante en
los patrones de inversidn sexual. Los afios con una estaciéon de
crecimiento corta seleccionarian una inversidon sexual alta, con el
efecto secundario de una densidad clonal mdxima con valores bajos,
y en los aios con una estacién de crecimiento larga tendrian el efecto
contrario, como se mostrd en el Capitulo 3. Entonces, si la seleccidén
fluctuante estd operando, el banco de huevos diapdusicos estaria
compuesto por una mezcla de genotipos con diferentes patrones de

inversion sexual (Berg, 2005; Gémez, 2005).

La disminucién de la competencia por recursos se ha
propuesto como una ventaja a corto plazo para el mantenimiento del
sexo, ya que, se espera que la recombinacion disminuya la
competitividad entre hermanos. La disminuciéon en la competencia
seria relevante si la dispersion de la descendencia es poca, o cuando

se producen genotipos raros con nichos peculiares (Maynard-Smith,
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1978; Bell, 1985; Koella, 1988). Sin embargo, en este caso, no se
encontré evidencia de una menor competencia intraespecifica en los
experimentos realizados con poblaciones de rotiferos genéticamente
diversos. La descendencia producida sexualmente en rotiferos
partenogenéticos ciclicos aparece, generalmente, al comienzo de la
temporada de crecimiento planctdnico, cuando la columna de agua
esta siendo colonizada por individuos eclosionados de huevos
diapausicos, lo que coincide con una diversidad clonal alta, por lo
tanto, se esperaria que la competencia por los recursos sea baja. Mas
adelante en la temporada de crecimiento, la diversidad genética se
veria erosionada (Gomez et al., 1995; Ortells et al., 2006), y la
competencia intraespecifica aumentaria. Por lo tanto, en este ciclo
de vida, el momento en el que la competencia deberia ser mayor,
dada la baja diversidad fenotipica, y el momento en que la diversidad
genética es la mas alta, generada por el sexo, no coinciden. Por lo
cual, segun los resultados de este capitulo es poco probable que la
competencia confiera una ventaja selectiva sustancial a corto plazo
para una mayor propension al sexo; por el contrario, en el supuesto
de que el sexo resultara en huevos que eclosionan subitaneamente (i.
e., que se desarrollan sin diapausa) seria adaptativo y se
seleccionarian para periodos con densidades poblacionales altas.
Aunque de manera general, se ha descrito que en la mayoria de las
especies de rotiferos monogonontes, los huevos producidos
sexualmente retrasan su eclosién (i. e., diapausa obligada; Hagiwara
& Hino, 1989) en comparacién con los huevos producidos

asexualmente (i. e., subitaneos), en la actualidad, también se ha
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comprobado que no es necesario un periodo prolongado de latencia
después de la produccién de huevos en diapausa (Scheuerl & Stelzer,

2013; Martinez-Ruiz & Garcia-Roger, 2015).

Entonces, dados los resultados obtenidos, la diversidad
genética alta, aparente, no tiene un efecto en la relajacion de la
competencia, sin embargo, dado que el sexo y la diapausa estan
vinculados en los rotiferos partenogenéticos ciclicos, la seleccion a
corto plazo para el mantenimiento de la diapausa puede funcionar de
manera indirecta en el mantenimiento del sexo generando ventajas a
largo plazo a través de la diversificacion (Serra & Snell, 2009; Walsh,

2013).
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Discusion general y conclusiones

Esta tesis abordd un problema basico de la biologia, la reproduccion
sexual, que es crucial para entender la ecologia y evolucion de las
poblaciones y las especies que incluyen el sexo en su ciclo de vida.
Asi, en esta tesis se caracterizaron varios rasgos de la reproduccion
sexual para tener una mejor comprensién de su mantenimiento y de
las consecuencias de la variabilidad que se genera, utilizando como
modelo de estudio un rotifero monogononte con un ciclo de vida
partenogenético ciclico. El planteamiento del proyecto parte de la
base de que, el enigma de porqué prevalece la reproduccién sexual
en los eucariontes continua en debate desde que se planted
formalmente por Weismann en 1886 y, se mantiene como una
cuestién central en la biologia evolutiva pues, hasta ahora, no hay un
consenso sobre los mecanismos que explican su mantenimiento
entre diversos sistemas bioldgicos (Hartfield & Keightley, 2012;
Horandl et al.,, 2020; MacPherson et al.,, 2023). Esta paradoja
aparente se mantiene, porque a la reproduccidon sexual se le han
asociado una cantidad alta de costos, que van desde la asignacion de
energia en la produccién de machos que no contribuyen al
crecimiento de la poblacidn, hasta los numerosos costos asociados al
esfuerzo reproductivo, entre otros (Maynard-Smith, 1978; Bell, 1985;

Lewis, 1987; véase Capitulo 1).
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En esta tesis, se utilizod al rotifero monogononte Brachionus
plicatilis, que combina la reproduccidn sexual y asexual en su ciclo de
vida (Gilbert, 1963; Wallace & Smith, 2009), en el cual, se analizaron
diversos parametros relacionados con la reproduccién sexual, sus
costos y efectos, estudiando una poblacién natural, asi como a través
de la experimentacidon en condiciones controladas de laboratorio.
Ademas, se exploraron algunas consecuencias ecoldgicas de la
diversificacién generada por el sexo en poblaciones experimentales

en competencia PoOr recursos.

La existencia de un compromiso tedrico entre la
reproduccion sexual y asexual en el ciclo de vida de los
partenogenéticos ciclicos (Snell, 1987; Serra & King, 1999) sirvié de
base para el planteamiento de los objetivos de esta tesis. Se sabe que
algunas hembras de B. plicatilis tienen diferentes niveles de inversiéon
sexual, ya sea como su propension a responder al factor inductor del
sexo, o por la variacidn en sus tasas de mixis que reflejan diferentes
porcentajes de produccion de hembras sexuales. En cualquiera de los
dos casos, la produccion de hembras sexuales representa el costo del
sexo en este ciclo de vida, ya que el sexo compromete el crecimiento

clonal (Snell, 1987; Serra & Snell, 2009).

Considerando el compromiso de la inversion sexual en los
rotiferos monogonontes, se espera que exista un efecto sobre la
seleccion de individuos que incurran en un costo sexual menor a
corto plazo, hipétesis que se analizé en el Capitulo 3, donde se

demostrd que existe una seleccidn de clones de baja propension a la
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induccion sexual a lo largo de un ciclo de crecimiento plancténico en
la poblacion de B. plicatilis que habita en Poza Sur. Por otro lado, en
el Capitulo 4 se trabajé con la hipdtesis para analizar el supuesto de
que aquellos individuos que invierten mas en sexo (tasas de mixis)
podrian compensar su costo a través del incremento de su
fecundidad en descendencia asexual y/o en su supervivencia, lo que
optimizaria su crecimiento clonal, hipdtesis que no se comprobd, al
contrario, se describi6 que no existe una compensacion. Sin
embargo, los resultados expusieron que la produccién de hembras
sexuales es costosa dado que se cumple el supuesto de que todo lo
demds es igual en los rasgos de historia de vida de hembras
individuales, excepto la inversién en descendencia sexual. Otra forma
en que se podrian compensar los costos del sexo seria a través de las
ventajas de la generacién de diversidad genética y por lo tanto de
diferenciacidon fenética que pudiera hacer frente a las condiciones
ambientales diversas, por ejemplo, en el uso diferencial de recursos
que permitiria la relajacion de la competencia intrapoblacional,
hipdtesis que se analizé en el Capitulo 5, en el cual se documento que
el desempefio de las poblaciones genéticamente diversas y no
diversas fue muy similar, por lo que no quedd en evidencia ninguna
ventaja competitiva favorecida por el incremento de la diversidad

clonal.

En el anadlisis de la propensién de la induccidn sexual en la
poblacién natural de B. plicatilis que habita Poza Sur (Capitulo 3) se
determind que la reproduccion sexual ocurre en un periodo de

tiempo lo suficientemente prolongado, abarcando casi toda la
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temporada de crecimiento plancténico. Ademas, se comprobé la
existencia de un efecto denso-dependiente de la tasa de mixis, el cual
deberia estar asociado al aumento en la produccidon de la sefial
quimica inductora del sexo (Carmona et al., 1993; Stelzer & Snell,
2003). Una respuesta diferencial entre las hembras de rotifero en el
umbral a la sefial inductora pone en evidencia el conflicto del sexo en
este ciclo de vida, ya que algunos genotipos podran responder antes
o después al estimulo, lo cual generaria costos muy distintos (Serra et
al., 2005; Stelzer, 2011). Todos estos elementos, en conjunto,
brindaron el escenario para probar la hipdtesis de que la seleccidn

actua a corto plazo en los clones con baja propensidn sexual.

Asi, a lo largo del periodo de crecimiento plancténico se
comprobé la existencia de una variabilidad heredable en la
propensién sexual en la poblacion natural. Esta variabilidad en la
propensién sexual en B. plicatilis se ha descrito en varias ocasiones
en experimentos y en poblaciones naturales diferentes (Gabaldén &
Carmona, 2015; Franch-Gras et al., 2017; Seudre et al., 2020).
Ademas, también se detectd una alta heredabilidad en todos los
parametros demograficos relevantes en los experimentos de
competencia entre poblaciones con diferentes niveles de diversidad
genética realizados en el Capitulo 5. La heredabilidad en sentido
amplio expone la relacién entre la variacion entre clones y la
variacion total dentro y entre ellos, entonces, los hallazgos que
encontramos en esta tesis son indicativos del potencial evolutivo de
los rasgos asociados a la reproduccién sexual y de los rasgos

demograficos como componentes importantes de la eficiencia, es
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decir, ya que la variabilidad de dichos rasgos tiene bases genéticas,
entonces, son susceptibles de ser seleccionados (Fussmann et al.,
2003; Herbers, 2010; Dagg, 2016). De igual manera, aunque no se
midid la heredabilidad en el Capitulo 4, la variabilidad observada en
otros rasgos de la historia de vida revela un componente genético,
dado que, al utilizar la técnica de jardin comun, la cual controla las
condiciones ambientales en los experimentos, expone las diferencias
individuales subyacentes. Hay que considerar que la variacidn es un
requisito para que ocurra la seleccién natural, pero es necesario que
al menos una parte de esa variabilidad sea heredable y relevante en

términos de eficiencia (Futuyma, 2005; Lampert & Sommer, 2007).

El resultado mds importante que se encontré en el Capitulo 3
fue que durante una estacion de crecimiento plancténico se observd
un aumento en la frecuencia de fenotipos con una propension sexual
tardia, es decir, la aparicion del primer macho en los cultivos ocurrid
cuando las densidades poblacionales fueron altas, lo cual implica que
la proliferacion asexual de estos clones se prolongé por mas tiempo,
en contraste con clones con una inducciéon temprana, es decir, que
presentaron machos en densidades poblacionales bajas vy
adelantaron la produccién de hembras sexuales. Por lo tanto, se
comprobé por primera vez en una poblaciéon natural que, los
rotiferos monogonontes son susceptibles a pagar el costo del sexo
cuando se analizan a lo largo de un ciclo de crecimiento planctdnico
anual, y que se encuentran en un proceso de seleccién constante
dada la variabilidad del ambiente (Bulmer, 1982; Fussmann et al.,

2003).
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La seleccion de genotipos con baja propension sexual
corresponde totalmente con las predicciones tedricas del
compromiso que existe entre la produccién de hembras sexuales y
asexuales, donde el resultado de una reproduccién tardia les da una
ventaja numérica, que podria llevar, incluso, a que estos fenotipos
dominaran la poblacién dadas sus ventajas a corto plazo (Snell, 1987;
Serra & King, 1999; Serra et al., 2005), sin embargo, esto ocurriria
siempre y cuando la estacién de crecimiento fuera lo suficientemente
larga. Esta situacion se ha observado en experimentos en
quimostatos, donde hay una seleccién en contra de los genotipos con
mayor inversidn sexual y donde se favorece la fijacién de fenotipos
asexuales a largo plazo (véase, p. e., Fussmann et al., 2003). La
posibilidad de la perdida de la sexualidad de un partenogenético
como B. plicatilis observada en la naturaleza (Capitulo 3) y la
evidencia de la perdida de la sexualidad en los quimostatos son un
indicativo inequivoco de la inestabilidad del sexo en este ciclo de vida
(Serra & Snell, 2009). Sin embargo, en habitats naturales temporales
no se ha observado una pérdida importante de la sexualidad o de una
pérdida permanente en los rotiferos monogonontes, lo cual podria
explicarse dado que la supervivencia entre afios esta ligada a la
produccion de huevos diapdusicos sexuales de manera obligada

(Schroder, 2005; Garcia-Roger et al., 2019).

Las frecuencias relativas de los fenotipos que responden de
manera diferencial a la induccién sexual que componen una
poblacidn estdn influidas, principalmente, por factores ambientales

(King & Serra, 1998). La induccién sexual temprana o tardia de las
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hembras depende de la concentracién de la proteina inductora del
sexo, que es dependiente de la densidad poblacional y de la
capacidad de respuesta de los individuos. Esta variacion en la
respuesta puede ser producto de la variabilidad genética en la
produccidon o la quimiorrecepciéon de la proteina inductora de la
reproduccion sexual (Snell et al., 2006). Seglin los resultados
encontrados en el Capitulo 3, lo mas probable es que las hembras
aisladas en los volimenes experimentales pequefios, aunque
produzcan la sefial quimica para desencadenar la mixis, no
responden a las concentraciones de la proteina presentes en los
pocillos, como consecuencia de que podrian existir alteraciones en
los receptores involucrados en la deteccion de la proteina. Esto seria
congruente con lo observado en la naturaleza, donde es probable
que los genotipos que se inducen sexualmente a densidades
poblacionales altas no coincidieron con los niveles umbrales del
factor  inductor necesarios y continuaron  proliferando
partenogenéticamente hasta que aumenté su frecuencia en Ia
poblacién. Los diferentes patrones de induccién podrian ser una
respuesta adaptativa a las sefiales quimicas determinadas por la

densidad poblacional (Serra et al., 2005).

La variabilidad fenotipica observada en el Capitulo 3 incluyé
hembras con una induccidon sexual temprana, rasgo que seria
favorable si la duracién de las condiciones ambientales adecuadas en
las que ocurre el crecimiento plancténico fuese corta, ademas, si
sumamos que, estos genotipos pueden generar un mayor porcentaje

de hijas sexuales (véase, Seudre et al., 2020), estos asegurarian al
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menos la produccion de unos cuantos huevos de resistencia, aunque
el costo seria alto en términos de proliferacion partenogenética. Por
el contrario, en el otro extremo, los genotipos con una propensidn
sexual tardia serian favorecidos si la temporada planctdnica fuera
larga, siempre y cuando coincidan con las densidades poblacionales
umbrales que inducen la reproduccién sexual. De lo contrario la
reproduccion sexual muy tardia (i. e., a densidades altas) podria ser
subdptima al no poder producir huevos diapdusicos vy, al final, serian
eliminados de la poblacién (Snell, 1987; Serra & King, 1999;
Fussmann et al., 2003; Serra et al., 2005). Los diferentes patrones de
induccion e inversion sexual podrian ser una respuesta adaptativa a
la variabilidad ambiental (Schréder, 2005; Campillo et al., 2009;

Franch-Gras et al., 2019), tema que se discutira mas adelante.

El estudio detallado de los rasgos de la historia de vida de B.
plicatilis en el laboratorio (Capitulo 4) puso en evidencia el costo del
sexo. Los rasgos de las historias de vida de las hembras estudiadas
fueron equivalentes, excepto en el nivel de inversién sexual. La falta
de correlacidon entre la tasa de mixis y los otros rasgos en los
genotipos estudiados implican que una mayor produccion de
descendencia sexual no es compensada en algln rasgo asociado a
una mayor fecundidad y/o supervivencia. La ausencia de
compensacién es una medida indirecta de que hay un costo del sexo,
mientras que el resto de los pardmetros son equivalente, es decir
todo lo demds es igual (Maynard-Smith, 1971, 1978) por lo que, una
hembra que invierte mas en sexo compromete la produccién de hijas

asexuales y, por lo tanto, del crecimiento clonal puesto que estos
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rasgos no son independientes ya que se contraponen entre si en el
ciclo de vida de los rotiferos partenogenéticos ciclicos (Snell, 1987;

Serra & Carmona, 1993; Serra & King, 1999; Stelzer, 2005, 2011).

Asi, una mayor inversién en términos de la produccién de
hembras sexuales es mas costoso, lo cual tendria un resultado similar
a presentar una propension en induccién temprana como la descrita
en la poblacidon natural analizada en el Capitulo 3. Ambos casos se
ajustan al compromiso planteado sobre la inversién sexual en los
partenogenéticos ciclicos (Snell, 1987; Serra & King, 1999). Entonces,
invertir poco o tener una propension sexual baja, proporcionarian
ventajas para la reproduccion partenogenética. Por el contrario, una
propension sexual alta y/o tasas de mixis elevadas representarian
estrategias costosas en B. plicatilis en el corto plazo, provocando una
reduccién en sus tasas de crecimiento, compromiso que se comprobéd
a través de la correlacidon negativa entre la tasa de mixis y el éxito
reproductivo calculado para la descendencia asexual (Capitulo 4).
Ademads de estos dos pardmetros de historia de vida, es importante
considerar que, aunque se observd en condiciones controladas de
laboratorio, la edad promedio en la cual las hembras inician la
produccion de hijas sexuales ocurre en edades tempranas, lo cual
maximizaria el costo del sexo, ya que también representaria un freno
a la proliferacién asexual de esos genotipos, y tendria consecuencias
en su capacidad competitiva, tanto durante la temporada de
crecimiento planctdnico (Capitulo 3) como en los experimentos de

competencia entre clones con diferentes niveles de inversién sexual,
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lo que se comprobd dada la correlacidn negativa entre la inversidn

sexual y la capacidad de carga poblacional (Capitulo 5).

Entonces, es probable que, no solo la propensién en
inversion sexual, sino también la tasa de mixis y la edad a la cual se
producen las hijas sexuales expliquen, en parte, el aumento de la
frecuencia de genotipos que no pagan estos costos durante la
temporada de crecimiento en la poblaciéon natural analizada en el
Capitulo 3. Sin embargo, a pesar de que se comprobd que el sexo es
costoso en el corto plazo, podemos suponer que se compensa con las
ventajas de la supervivencia a largo plazo (Schroder, 2005; Garcia-
Roger et al., 2019), o por la recombinacidén genética que puede
generar variabilidad fenotipica en los descendientes, lo que seria
ventajoso ante diferentes presiones ambientales, tanto bidticas como

abidticas (Williams, 1975; Bell, 1985; Meirmans & Strand, 2010).

Asi, la equivalencia en los rasgos de las historias de vida en
hembras individuales, excepto en algunos rasgos sexuales, exhibe la
importancia del sexo en el corto plazo en el ciclo de vida de los
partenogenéticos ciclicos que habitan en ambientes temporales,
altamente variables. El analisis detallado de los pardmetros de
historia de vida permitié evaluar la eficiencia individual y su posible
contribucidn a las generaciones futuras (Roff, 1993; Stearns, 1992;
Stelzer, 2011) y el papel que juegan en su desempefio en los
ambientes que habitan. Asi, la diversidad observada en los diferentes
componentes de eficiencia entre los clones de B. plicatilis, a lo largo

de los Capitulos 3 y 4, deberia ser importante para explicar su
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desempenfo. Se ha hipotetizado que cualquier ventaja intrinseca del
sexo asociada a la generacion de diversificacion reforzaria el
mantenimiento de la reproduccidn sexual a corto plazo (Meirmans &
Strand, 2010), por ejemplo, a través de una ventaja en las
interacciones bidticas como la competencia, a través del uso
diferencial de los recursos entre los diferentes genotipos (Bulmer,
1980; Case & Taper, 1986; Tagg et al., 2005a, 2005b). Sin embargo,
los resultados obtenidos de las interacciones competitivas entre
poblaciones policlonales (genéticamente diversas) y poblaciones
monoclonales (no diversas) no mostraron ninguna ventaja asociada al
uso diferencial de recursos. Las dinamicas poblacionales de ambos
tipos de cultivos fueron muy similares, al contrario de lo que se
esperaba, un efecto positivo en la eficiencia de los cultivos

policlonales.

Aunque hay evidencia de que B. plicatilis tiene un espectro
amplio en el tamafio de las particulas que consume, se ha descrito
gue se alimenta preferentemente de manera selectiva de presas de
tamafios en un rango dptimo (Hansen et al., 1997; Gilbert, 2022). De
hecho, los resultados obtenidos en el Capitulo 5 sugieren que los
genotipos de B. plicatilis son consumidores polifagos dentro del
rango de recursos disponibles en el experimento, lo cual se opone a
la hipdtesis de una diferenciacién de nicho dependiente del genotipo,
lo que relajaria la competencia. Este resultado es relevante para
explicar la dinamica de crecimiento plancténico en la poblacion
natural (Capitulo 3), dado que el momento en el que se da la mayor

diversidad genética al inicio de la temporada, resultado de la eclosién
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de rotiferos desde el banco de huevos diapausicos (Gomez et al.,
1995; Ortells et al., 2006) que, ademas, esta asociado con la mayor
densidad poblacional, no corresponde con la mayor presidén
competitiva. Por lo tanto, esto sugiere que la competencia per se no
confiere una ventaja sustancial a corto plazo para que promueva la
diversificaciéon a través de la reproducciéon sexual (Capitulo 5). La
caracteristica de ser un consumidor generalista en el uso de recursos
de B. plicatilis puede estar correlacionado con el rango amplio de
ambientes en los que habita la especie (Gomez et al., 1995; Ortells et
al., 2006; Franch-Gras et al., 2017, 2019) donde, teéricamente, una
dieta diversa tendria ventajas ecoldgicas, puesto que sus recursos
también podrian estar influenciados por un ambiente con

condiciones fluctuantes.

Aunque la diversidad genética entre los clones de las
poblaciones policlonales no se relaciond con el uso diferencial de
recursos, si se relaciond con otros parametros, por ejemplo, con la
tasa de mixis, la produccién de huevos de resistencia, la tasa
intrinseca de crecimiento y la capacidad de carga, rasgos
poblacionales que estan altamente correlacionados con la eficiencia
de la especie. La existencia de una correlacion negativa entre la
capacidad de carga y la tasa de mixis durante la fase de crecimiento
exponencial es especialmente notable, dados los objetivos de esta
tesis, la cual evidencia claramente el costo del sexo. De acuerdo con
esto, es de esperarse que en una poblacién que invierta mas en
hembras sexuales se comprometa la densidad poblacional que puede

alcanzar, lo que, ademads, tendria consecuencias en la cantidad de
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huevos diapausicos que se pueden producir. Teéricamente, una tasa
de mixis moderada de descendencia sexual tiene un efecto positivo
en la produccién de huevos al permitir que se alcance una capacidad
de carga alta (Snell, 1987; Serra & Carmona, 1993; Serra & King,
1999; Gilbert, 2002; Serra et al., 2005).

El compromiso de una inversién en descendencia sexual
observado en los diferentes capitulos de esta tesis, puede ser
contrapuesta de manera directa con la necesidad de la produccién de
los huevos diapausicos, ya que representarian la Unica forma
eficiente de sobrevivir a condiciones ambientales adversas v,
eventualmente, reclutarse a la siguiente estaciéon de crecimiento
plancténico (Gilbert, 1974; King & Snell, 1977), por lo que la diapausa
representa una ventaja intrinseca del sexo que refuerza el
mantenimiento de la reproduccion sexual a largo plazo (Serra & Snell,

2009; Stelzer, 2015; Stelzer & Lehtonen, 2016).

La optimizacién del sexo en rotiferos ha sido estudiada a
través de sus efectos en la produccién de huevos diapausicos (Serra
& Carmona, 1993; Aparici et al., 1996; Serra & King, 1999) y se ha
demostrado que debe involucrar diversos rasgos de la reproduccion
sexual, como el momento de induccidn, la tasa de mixis, la edad de la
madre, entre otros factores. El sexo en B. plicatilis y otros
partenogenéticos ciclicos tienen una doble funcién, la diapausa vy la
generacion de variabilidad genotipica, que se gana tras la
recombinacidn (Gilbert, 1974; King & Snell, 1977). Por lo que, los

patrones de cuando ocurre la reproduccién sexual a lo largo de una

127



Capitulo 6

temporada de crecimiento plancténico también tienen efectos en los
niveles de diversidad genética de la descendencia. Por ejemplo, las
hembras que inducen la reproduccion sexual de manera temprana
tenderan a generar niveles mas altos de diversidad entre su progenie
en comparacién con aquellas que se inducen de manera tardia (King,
1980; Gémez & Carvallo, 2000). Ademas, se ha descrito que una
mayor inversién sexual también genera una mayor diversidad
genética, por lo que, se esperaria que los descendientes puedan
enfrentar mejor las condiciones heterogéneas y novedosas del
ambiente cuando las presiones adaptativas son fuertes (Becks &

Agrawal, 2010, 2012).

La diversidad genética quedara representada en los huevos
diapdusicos depositados en los sedimentos, que son una mezcla de
huevos producidos en anos diferentes, ya que no todos eclosionan en
la siguiente estacién de crecimiento, lo que contribuye al aumento de
variabilidad genética potencial de la poblacién. Asi, es facil explicar
por qué el banco de huevos puede tener un impacto en la estructura
genética de la poblacidon y en sus dinamicas evolutivas (Ellner &
Hairston, 1994; Brendonck & De Meester, 2003; Hairston & Fox,
20009).

La variabilidad genética en los rasgos sexuales, como la
propension sexual observada en miles de organismos en el Capitulo 3
en la poblacidon natural de Poza Sur, desde temprana hasta tardia
(induccién sexual iniciada desde 4 hasta 477 hembras mL™), asi como

la variabilidad en la inversidon en descendientes sexuales (0 a 33 %)
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analizada en 45 genotipos en el experimento de tablas de vida
(Capitulo 4), y la variacion de rasgos de eficiencia poblacional en los
experimentos de competencia (Capitulo 5), puede ser explicada, en
parte, por la seleccién de los diferentes genotipos que ha ocurrido
ante las condiciones ambientales que han actuado como presiones
evolutivas en los cuerpo de agua donde habitan (Campillo et al.,
2009; Walsh, 2013; Franch-Gras et al., 2017) que, en esta tesis,
corresponden a ambientes acudticos someros, altamente variables,
que se desecan en verano, caracteristicos de la regién mediterranea
(Blondel & Aronson, 1999; Quintana et al., 2006). Por lo que, la
existencia de genotipos con rasgos diversos en su reproduccién
sexual serd dependiente de su eficiencia para hacer frente a las
fluctuaciones ambientales (Warner & Chesson, 1984; Stelzer &
Lehtonen, 2016), entonces, el mantenimiento de una variabilidad
genética alta y la coexistencia de fenotipos diferentes podria ser
explicada por la seleccion fluctuante (Spencer et al., 2001; Bell,
2010). Lo que se ajusta a los patrones descritos en los niveles de
inversion sexual de B. plicatilis que dependen de los cambios en la
duracion de las temporadas adecuadas para el crecimiento
plancténico en los cuerpos de agua que habita (Campillo et al., 2011).
Ademas, se ha descrito que existe una correlacion positiva de la
propension sexual con el grado de previsibilidad ambiental y que, los
genotipos que tienen una propensidén sexual temprana tienen una
estrategia de bajo riesgo en temporadas impredeciblemente cortas
(Serra & King, 1999; Tarazona et al., 2017). Por otro lado, en estudios

de laboratorio se ha demostrado la evolucién rdpida de poblaciones
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de rotiferos sometidas a regimenes de hidroperiodo corto, que
evolucionaron a una mayor inversion en sexo y diapausa (Smith &
Snell, 2012), y a una propension sexual temprana cuando fueron
sometidas a un régimen de fluctuacion ambiental (Tarazona et al.,
2017). Entonces, el sexo puede facilitar la adaptacion para habitar
ambientes temporales, espacialmente variables y complejos (Becks &
Agrawal, 2010, 2012; Luijckx et al., 2017; MacPherson et al., 2022).
Asi, todo indica que la variacion ambiental es de suma importancia
actuando como una presién de seleccidn sobre los rasgos sexuales en
B. plicatilis y otros partenogenéticos ciclicos, lo que explica la
posibilidad de la coexistencia de genotipos con diferentes niveles de
propension sexual (de tempranos hasta tardios) y de diferente
inversion en hijas sexuales (de poca o mucha) como las observadas a
lo largo de esta tesis, por lo que, la reproduccion sexual, que genera
huevos de diapausa y variabilidad genética, compensaria los costos
del sexo en rotiferos que habitan en ambientes temporales y/o

estocasticos (Stelzer & Lehtonen, 2016).

Consideraciones finales

En suma, los resultados obtenidos en esta tesis contribuyen con
evidencia empirica sobre los costos del sexo y de algunas de sus
consecuencias ecoldgicas, lo que impacta, al menos en parte, a la
teoria evolutiva del mantenimiento del sexo en un partenogenético
ciclico. Especificamente, el andlisis de los patrones de variabilidad
genética en la propension a la reproducciéon sexual mostrd, por
primera vez, una tendencia de la pérdida de la sexualidad a lo largo

de un ciclo planctéonico en una poblacidn natural de B. plicatilis
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(Capitulo 3). Ademas, se ha puesto en evidencia el costo del sexo a
través de la correlacion negativa que se observd entre la inversion
sexual y el éxito reproductivo calculado para la descendencia asexual
(Capitulo 4), y a partir de la correlacion negativa de una mayor
inversion sexual y de la capacidad de carga poblacional (Capitulo 5),
lo que se explica a través del compromiso entre la inversidén en
descendientes sexuales y la produccion de descendientes asexuales,
y la ventaja a corto plazo observada en los clones con menor
propensiéon sexual durante un crecimiento plancténico anual

(Capitulo 3).

Es relevante sefialar que, la selecciéon de genotipos con
menor propension genética al sexo dada su mayor eficiencia a corto
plazo (Capitulo 3), observada a lo largo de un ciclo de crecimiento
plancténico en la poblacion natural de Poza Sur, da cuenta de un
proceso de evolucion ocurrida en escala ecoldgica, a la que se le ha
denominado evolucidn rapida (Fussmann et al., 2003; Hairston et al.,
2005). Sin embargo, es importante considerar que, la ventaja de una
menor propension a la reproduccion sexual, al mismo tiempo, podria
conducir a una probable extincidon de este tipo de genotipos al final
de la temporada. Ademas, si esta seleccién ocurre afo con afio en
este tipo de ambientes que presentan alta variabilidad ecoldgica,
podria dar lugar a un proceso de evolucién fluctuante a nivel local,
pero también, probablemente, asociada con variacidn espacial entre
ambientes contrastantes (p. e., una temporalidad corta vs. larga, o
mas o menos predecibles interanualmente), a nivel regional (véase,

p. e., Franch-Gras et al., 2017; Tarazona et al., 2017), lo que explicaria
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la diversidad genética alta observada en los rasgos sexuales y

poblacionales estudiados de esta especie a lo largo de la tesis.

Entonces, en esta tesis se presenta evidencia de que no
existe una compensacion cuando se invierte mas en sexo en B.
plicatilis, por lo que, se discutié la importancia de la vinculacién de la
reproduccion sexual con la funcién ecoldgica de la diapausa, como
una explicacién alternativa para el mantenimiento del sexo a largo
plazo que, ademas, estd ligado con la generacidon de diversidad
genética, que se verd representada en el banco de huevos de

resistencia (Schroder, 2005; Garcia-Roger et al., 2019).

Brachionus plicatilis resultéd ser un modelo de estudio ideal
para el analisis del costo del sexo y algunas de sus consecuencias. Asi,
los rasgos elegidos para alcanzar los objetivos de la tesis fueron
suficientes para poner en evidencia el compromiso que existe entre
la inversidn en reproduccién asexual vs. sexual. Sin embargo, dada la
interaccion compleja entre los rasgos, seria deseable que, sobre la
base de estos resultados, en investigacion futuras, se analice la
estimacion de la propension en descendencia sexual (véase, Capitulo
3), de manera simultanea con la inversidn sexual (véase, Capitulo 4)
para estimar de manera mas precisa el costo del sexo entre los
diferentes genotipos, para revelar si los clones con mayor propensién
también invierten en una mayor tasa de mixis (véase, p. e., Seudre et
al., 2020), lo que revelaria la existencia de un costo del sexo aun

mayor en el corto plazo pero que pudiera tener ventajas si las
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temporadas de crecimiento plancténico fuesen impredeciblemente

cortas.

Entonces, dados los resultados obtenidos en esta tesis bajo
condiciones experimentales benignas (p. e., recursos de buena
calidad nutricional y concentraciones altas), en los que no se observé
una compensacion de la inversidn sexual, otro aspecto que podria
explorarse para obtener informacién adicional es la respuesta de la
reproduccion asexual ante la fluctuacién de los recursos (Hinz et al.,
2017; MacPherson et al., 2021; Lever et al., 2021), esto sobre la base
de que, la variacion fenotipica producto del sexo, proporcionaria una
ventaja selectiva en ambientes que fluctian aleatoriamente (Pierre
et al., 2022), y que en la actualidad, se sabe que la fluctuacion
ambiental (ya sean predecibles o impredecibles) actia como una
presidon importante que determina la seleccién de rasgos sexuales y
qgue puede tener un efecto importante en el ciclo de vida de este
partenogenético ciclico (Tarazona et al.,, 2017; Franch-Gras et al.,

2017, 2019).

Conclusiones

En esta tesis se abordd un tema bdsico de la biologia, la reproduccién
sexual, rasgo que es crucial en la ecologia y evolucion de las
poblaciones y de las especies que combina la reproduccion asexual y
sexual en un mismo ciclo de vida, como lo son los rotiferos
monogonontes. En suma, los resultados obtenidos contribuyen con
evidencia empirica sobre los costos del sexo y de algunas de sus

consecuencias ecoldgicas, lo que impacta, al menos en parte, a la
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teoria evolutiva del mantenimiento del sexo en un partenogenético

ciclico. A partir de los resultados generados a lo largo de la tesis, se

puede concluir que:

1.

Existe evidencia de una variabilidad heredable en los diferentes
rasgos estudiados en B. plicatilis, se describié una variacién en la
propensién a la induccion sexual en clones provenientes de un
ambiente natural (Poza Sur; Prat de Cabanes-Torreblanca)
colectados durante un ciclo anual (Capitulo 3), asi como en los
componentes de eficiencia poblacional en genotipos
provenientes del mismo cuerpo de agua, creciendo en cultivos
experimentales sujetos a competencia por recursos (Capitulo 5).
También, se documentd la variabilidad clonal en los rasgos de
historia de vida de diversos genotipos provenientes de diez
poblaciones que habitan en cuerpos de agua espafioles, y que
fueron estudiados en experimentos de tabla de vida (Capitulo 4).
Dado que la variabilidad de dichos rasgos tiene bases genéticas,
entonces, son susceptibles de ser seleccionados y, por lo tanto,
son relevantes desde el punto de vista ecoldgico y evolutivo.

El aumento en la frecuencia de clones con baja propension
sexual a lo largo del ciclo de crecimiento plancténico indica que
existe una seleccién de genotipos con baja inversion sexual en el
corto plazo (Capitulo 3). La baja propensién sexual de estos
clones les confiere una ventaja numérica dada su mayor
reproduccion  partenogenética. En contraparte, aquellos
genotipos que presentan una propension sexual elevada tienen

consecuencias ecoldgicas al invertir mas temprano en la
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produccion de descendientes sexuales, frenando su potencial de
crecimiento clonal, lo que pone en evidencia el costo del sexo.

La seleccién de clones con baja inversién en reproduccion sexual
pone de manifiesto la inestabilidad del sexo en el ciclo de vida
de este partenogenético ciclico, donde la pérdida de Ia
sexualidad es probable que ocurra debido a sus costos a corto
plazo (Capitulo 3). Sin embargo, una pérdida importante de la
sexualidad en esta especie no ha sido documentada en
ambientes naturales.

La seleccion de clones con una menor propensidn sexual y con
un mayor potencial de crecimiento partenogenético a lo largo de
una temporada de crecimiento plancténico, pone de manifiesto
el proceso de seleccién en tiempo ecoldgico, y por lo tanto de
evolucién rapida en una poblacidn natural (Capitulo 3).

Se puso en evidencia que los rasgos de la historia de vida entre
diferentes genotipos de esta especie de rotifero fueron
equivalentes, excepto en el nivel de inversion sexual, es decir se
cumple la suposicion de todo lo demds es igual (Capitulo 4).
Entonces, se concluye que, aquellos individuos que invierten
mas en sexo no son capaces de compensarlo a través del
incremento de su fecundidad y/o supervivencia. Por lo que, se
evidencia que el sexo es costoso en B. plicatilis, lo que explica la
falta de correlacidon entre la inversiéon sexual y cualquier otro
rasgo de la historia de vida.

El desempefio de las poblaciones genéticamente diversas

(policlonales) y no diversas (monoclonales) de rotiferos
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eclosionados de huevos diapausicos fue muy similar en los
rasgos de eficiencia poblacional en experimentos de
competencia por recursos, por lo que, se evidencié que la
variabilidad generada por la recombinacién sexual no parece
brindar una ventaja en el uso diferencial de recursos, lo que
implica que no se observd evidencia de una reduccion de la
competencia en poblaciones genéticamente diversas (Capitulo
5).

Se encontrd variabilidad en su nivel de inversién sexual en los
diferentes genotipos cultivados en condiciones de laboratorio
qgue se correlaciond con la capacidad de carga (Capitulo 5), lo
que sugiere que, a mayor inversién en descendencia sexual se
frena el crecimiento poblacional y, como consecuencia, se
alcanza una menor densidad poblacional, lo que también
evidencia el costo del sexo en este rotifero partenogenético
ciclico.

De acuerdo con los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis,
en los que se demostrd el costo del sexo, pero no se hallé
evidencia de la existencia de una compensacién ni en
fecundidad ni en supervivencia, o en alguna ventaja, resultado
de la diversidad genética, en el uso diferencial de recursos en
condiciones de competencia, es evidente que se requiere de
explicaciones alternativas que den cuenta del beneficio del sexo
qgue justifigue su mantenimiento. En el caso de B. plicatilis y
otros partenogenéticos ciclicos, es indudable la necesidad de

producir huevos diapausicos por via sexual que garanticen su
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supervivencia cuando las condiciones ambientales son adversas,

lo que garantizaria el mantenimiento del sexo a largo plazo.

Los resultados empiricos generados con esta tesis contribuyen a
incrementar el entendimiento de los efectos ecoldgicos y evolutivos
que favorecen el mantenimiento de la reproduccién sexual en un

partenogenético ciclico.
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