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Brachionus calyciflorus (Rotifera) tiene una fase reproductiva partenogenética y una
fase sexual, el estimulo que induce el cambio entre estrategias reproductivas, es la
percepcion de infoquimicos por alta densidad de conespecificos. Los agentes inductores
no son excluyentes en el medio acuatico y las sefiales no estan aisladas de otros factores
ambientales en la naturaleza. El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la
induccidén de hembras sexuales de B. calyciflorus en respuesta a infoquimicos de
conespecificos, en relacion a otras sefiales ambientales y detectar posibles compromisos
entre la induccién de reproduccion sexual y defensas morfologicas de B. calyciflorus. Se
demostrd experimentalmente en este estudio, que la reproduccion sexual no se expresa
independientemente de otros rasgos y de otros factores ecologicos, existiendo costos y
compromisos. Se demuestra la dependencia de la disponibilidad de recursos en el
ambiente una vez que la sefial de mixis es alcanzada, y compromisos presumiblemente
con base energética, éntre la induccién de hembras sexuales y expresion de defensas
morfologicas anti-depredatorias. Es la primera vez que experimentalmente se reporta
este compromiso de forma explicita en esta especie. En este estudio se obtuvieron
relaciones funcionales y ecolégicas entre fases espaciales y temporales muy distintas,
escenario ecoldgico que condiciona y altera la induccion de reproduccion sexual en B.
calyciflorus. Se concluye que las dinimicas en la fase activa de las poblaciones y la fase
de diapausa, no se pueden separar y analizar de forma aislada de otros factores
ecoldgicos relevantes, estas escalas temporales y espaciales son muy distintas pero a su

vez son fuertemente dependientes una de la otra.
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Brachionus calyciflorus (Rotifera) has a parthenogenetic reproductive phase and a
sexual phase, the stimulus that induces change between these strategies is the perception
of infochemicals from high density of conspecific. The inducing agents are not mutually
exclusive in the aquatic environment and the signals are not isolated from other
environmental factors in the mature. The main goal of this research was to assess the
response to the induction of sexual females of B. calyciflorus by infochemicals from
conspecific, in relation to other environmental signals and also detect possible trade-off
between the induction of sexual reproduction and morphological defenses of B.
calyciflorus. In this study, it was experimentally demonstrated that sexual reproduction
is not expressed independently of other traits and other ecological factors, existing costs
and trade-off. Tt demonstrated the dependency of the availability of resources in the
environment once the signal of induction for sexual reproduccion is reached, and the
trade-off has presumably an energy base, between the induction of sexual females and
the expression of morphological defenses anti-predatory. This is the first time that
experimentally is reported the trade-off between the expression of reproductive
strategies and defensive strategies explicitly in this species. In this study were obtained
functional and ecological relations, between spatial and temporal phases very different,
ecological scenary that determines and alters the induction of sexual reproduction in B.
calyciflorus. 1t is concluded that the dynamics in the active phase of the populations and
the phase of diapause, cannot be separated and analyzed in isolation of other ecological
factors, these temporal and spatial scales are very differents, but at the same time are

strongly dependent one of the other
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INTRODUCCION GENERAL




La comunicacién quimica en sistemas acuaticos tiene un rol ecologico importante y ha
captado la atencién de investigadores desde hace décadas. Muchos organismos
plancténicos perciben sefiales quimicas disueltas en el medio, generadas por distintos
agentes, estimulando respuestas a nivel individual, tanto en su conducta como en el
fenotipo, y a nivel poblacional afectando la reproduccion y sobrevivencia (Larsson &
Dodson, 1993). Dado que la presencia de agentes inductores no es excluyente en el
medio acuitico y las sefiales no estin aisladas de otros factores ambientales en la
naturaleza, los organismos estin expuestos a un complejo escenario ecologico con
sefiales simultineas de intensidad variable.

Como consecuencia, esta alteracion a nivel individual en los organismos y en
parametros poblacionales provocados por infoguimicos, puede llegar a modificar hasta
la estructura tréfica de un ecosistema acuatico (Lass & Spaak, 2003). En las especies de
zooplanctontes, asi como también algunas especies fitoplancténicas, se han descrito
algunas respuestas fenotipicas frente a sefiales quimicas liberadas por competidores
(Kirk, 1998; Burns, 2000; Liirling et al, 2003; Carvajal-Salamanca et al., 2008) y
depredadores (Tollrian & Harvell, 1999; Lass & Spaak, 2003). Existe evidencia de los
efectos generados por sefiales de conespecificos, sin embargo, el mayor interés ha estado
focalizado en la respuesta defensiva frente a sefiales liberadas por depredadores (Larsson
& Dodson, 1993, Lampert, 1989; Tollrian & Harvell, 1999; Ramos-Jiliberto & Zufiiga,
2001; Lass & Spaak, 2003; Ramos-Jiliberto et al., 2004). En Roftifera y otros
zooplanctontes, el cambio desde una estrategia reproductiva parienogenética a una
estrategia sexual, estd relacionada con el estimulo ambiental de quimicos liberados por

conespecificos en el medio, estrategia que permite la produccion de estadios en




diapausa, con dinimicas en escalas temporales y espaciales muy distintas, pero que son
interdependientes con las dinimicas ecoldgicas de los organismos de vida libre
(Gyllstrom & Hansson, 2004; Gilbert, 2003). Por otra parte, en este mismo grupo,
existen respuestas defensivas antidepredatorias inducibles, frente a sefiales quimicas
ambientales, las cuales pueden definirse como el mecanismo inducible que incrementa la
adecuacidén bioldgica en presencia de depredadores (Tollrian & Harvell, 1999),
respuestas activadas por la presencia de un consumidor que confiere algin grado de
resistencia a ataques posteriores (Harvell, 1990).

Enire los organismos zooplanctonicos que presentan este tipo de respuestas
fenotipicas, se encuentran los pertenecientes al phylum Rotifera, los cuales incluyen la
sub-clase Monogononta (Segers, 2002). Los rotiferos monogonontos agrupan un nimero
importante de especies de agua dulce, se caracterizan por presentar las tasas de
reproduccién mas altas entre los metazoos, alcanzando densidades muy elevadas en la
columna de agua y tienen una amplia distribucién en hébitats planctonicos de aguas
continentales (Wallace et al., 2006). Una de las caracteristicas en la historia de vida de
este grupo de rotiferos es que dentro de su ciclo de vida pueden cambiar desde un
periodo reproductivo partenogenético a otro periodo reproductivo sexual conocido como

mixis (Gilbert, 2002; 2003; Wallace et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida heterogénico de B. calyciflorus y rotiferos Monogonontos.
Figura modificada a partir de Ortells (2002).

La presencia predominante de hembras amicticas que producen huevos diploides
en las poblaciones de este rotifero, desarrollan hembras partenogenéticas en su
descendencia cuando las densidades de la poblacién son bajas y las condiciones de
crecimiento poblacional son favorables. Sin embargo, ain cuando estas condiciones
permanecen favorables y las poblaciones alcanzan densidades altas en la columna de
agua, estos organismos cambian el tipo de reproduccién desde partenogénesis a
reproduccion sexual generando hembras sexuales, con huevos haploides que desarrollan
machos si no son fertilizadas, o desarrollan huevos en diapausa en caso de ser
fertilizadas (Gilbert, 2003; 2007; Kubanek & Snell, 2008). Esta alternancia reproductiva

es gatillada por la acumulacién de una sefial quimica ambiental, generada por la alta




densidad de conespecificos (Gilbert, 2002; 2003; 2004; 2007; Stelzer & Snell, 2003;
Fussmann et al., 2003; Schroeder & Gilbert, 2004), condicion unica y necesaria para que
organismos del género Brachionus cambien el tipo de reproduccion (Kubanek & Snell,
2008).

Adicionalmente, muchas especies del género Brachionus responden a Ia
acumulacion de sustancias quimicas solubles, llamadas genéricamente kairomonas,
liberadas por depredadores invertebrados tales como el rotifero carnivoro Asplanchna y
copepépodos (Gilbert, 1967, Stemberger & Gilbert, 1984; Gilbert & Stemberger, 1984,
Stemberger, 1988; Wallace et al., 2006). Esta respuesta implica la elongacion de sus
espinas anteriores, postero-laterales, o ambas, lo que representa una defensa morfologica
que permite a las presas ser menos vulnerable a sus depredadores (Williamson, 1983,
1987; Stemberger & Gilbert, 1987; Gilbert, 1999; Tollrian & Harvell, 1999; Wallace et
al., 2006). Esta respuesta de B. calyciflorus frente al depredador Asplanchna, ha sido de
especial interés en los estudios de plasticidad fenotipica (Gilbert, 1966; Gilbert, 1980;
Stemberger, 1990; Gilbert, 1999; Tollrian & Harvell, 1999; Aranguiz-Acufia et al. 2010,
2011a, 2011b).

Los rasgos fenotipicos de alternancia reproductiva y también las defensas
morfoldgicas anti-depredatorias descritos anteriormente, en su gran mayoria han sido
investigados de manera independiente, sin embargo en ambientes naturales los
organismos no responden a sefiales Gmicas y en este sentido, es que los cambios en los
rasgos de historia de vida junto a diversas sefiales ambientales, deben ser analizados y
estudiados de forma conjunta y en escenarios ecoldgicos mas complejos. Esto con el fin

de encontrar relaciones funcionales entre la expresion de estos rasgos respecto de otros




atributos de historia de vida y otros factores ecolégicos que pueden estar determinando
el éxito de la respuesta en las dindmicas a corto y largo plazo. Los estudios
poblacionales utilizando rotiferos del género Brachionus, usualmente consideran la
fraccion partenogenética de la poblacién, sin embargo, Gylstrom & Hansson (2004),
sefialan que es indispensable considerar los estadios sexuales y la produccion de huevos
de diapausa, ademas de los rasgos relacionados a la ecologia de los organismos de vida
libre, ya que existen algunos componentes de la adecuacion bioldgica a corto y largo
plazo en estas dos fases reproductivas. Es asi que el entendimiento de las causas y las
consecuencias de las respuestas a una escala individual-poblacional a un estimulo
ambiental bidtico, son importantes ya que los efectos de este nivel pueden transmitirse a
niveles superiores de organizacion (Wootton, 1994; Morin, 1999; Dambacher & Ramos-
Jiliberto, 2007; Hoverman & Relyea, 2008), afectando relaciones ecologicas y

funcionales en escalas temporales y espaciales muy distintas.

Costos y compromisos (trade-offs)

Uno de los principios centrales en la evolucién de historias de vida, es que existen
factores que limitan el potencial adaptativo de los organismos ya que los rasgos
individuales no pueden variar independientemente, por estar sujetos a factores tales
como restricciones y compromisos. Estos Gltimos tienen relacion con ventajas en la
adecuacion biolégica conferidas por algiin rasgo, asociado a un efecto negativo generado
en otro atributo (Resnik, 1985; Stearns, 1989; Roff, 1993, Agrawal et al., 2010). Es por

esto que es crucial conocer las restricciones en la expresion de algunos rasgos de historia




de vida que determinan fuertemente la adecnacion biologica de los organismos, como
por ejemplo la transicién de un tipo de reproduccién a otra, en relacion a la expresion de
otros atributos en la historia de vida de estos organismos.

Los compromisos pueden manifestarse en correlaciones fenotipicas negativas
entre dos rasgos, sin embargo una correlacion negativa por si misma no implica la
existencia de un compromiso (Stelzer, 2005). A nivél genético los compromisos pueden
ser causados por pleiotropia antagonista, existiendo genes que aumentan la fecundidad
en una edad temprana en la adultez pero ademas tienen un rol y efectos negativos en la
sobrevivencia a una edad mayor. A nivel ecoldgico, se puede manifestar por transporte
de huevos en edad reproductiva lo cual puede disminuir la sobrevivencia debido a una
mayor susceptibilidad a los depredadores. También los compromisos son llamados
costos de reproduccion, el cual surge por un aumento en la reproduccion actual pagado
por una disminucién en la sobrevivencia y/o fertilidad futura (Stearns, 1992; Roff, 1993;
Resnik, 1985). Estas correlaciones resultantes entre algunos rasgos, pueden ser causadas
por asignacion de recursos entre procesos que compiten tal como crecimiento somatico,
reproduccién o acumulacién de reservas, lo cuél provocaria finalmente un compromiso
entre ellos. La adquisicién de un recurso respecto de la asignacién de dicho recurso,
puede tener como consecuencia tanto una correlaciéon positiva como negativa entre
rasgos que actualmente estin en compromiso (Agrawal et al., 2010).

Ein organismos zooplancténicos, se han cuantificado algunos costos y beneficios
respecto de atributos de historias de vida, con el supuesto de asignacion de recursos.
Ejemplo de ello es la relacion inversa encontrada entre el tamafio de la puesta y ¢l

volumen de los huevos en el cladécero Daphnia magna (Guinnee et al.,, 2004). Un




ejemplo en relacidn a las defensas, es la generacion de espinas en Daphmia pulex, que
disminuyen la depredacion por parte de Chaoborus, con un costo en sus tasas de
reproduccion (Riessen & Young, 2005). Ademés, se han investigado correlaciones
fenotipicas entre reproduccion y sobrevivencia frente a variabilidad ambiental como
calidad, cantidad del alimento y temperatura en diversas especies de rotiferos y
cladoceros (Sarma et al., 2002).

El analisis y las mediciones de los compromisos se pueden realizar a nivel de
genotipo, fenotipo y también en los mecanismos que unen ambos niveles, tales como
atributos del desarrollo y fisiologicos que resultan de la asignacion de recursos entre
funciones de reproduccion, crecimiento, mantencion, reserva y sobrevivencia (Roff,
1993). Cambiar desde una estrategia reproductiva a otra en rotiferos del género
Brachionus, tiene costos poblacionales asociados, por ejemplo, si las hembras sexuales
no son fertilizadas, estas no aportarian al crecimiento poblacional y a la adecuacion
biolégica de la subpoblacién presente en la columna de agua (Wallace et al., 2006).
Adicionalmente existe un costo energético de la produccién de huevos en diapausa como
resultado de la reproduccion sexual (Gilbert, 2010). Por otra parte, la expresién de
defensas morfoldgicas también son costosas y existe un efecto negativo sobre el
crecimiento en la poblacfén e incluso se han reportado efectos asociados a la dindmica
de interaccion con algunos competidores (Aranguiz-Acufia et al., 2010). Estos costos, asi
como también los beneficios que confieren estas estrategias de historia de vida en este
tipo de organismos, han sido evaluados de forma independiente y no se ha analizado
hasta ahora, si existe alguna relacion o compromiso en la expresion de estos rasgos en

rotiferos del género Brachionus.




Conocemos que algunos agentes inductores ambientales estimulan respuestas a
nivel de fenotipo en organismos zooplanctonicos, y estos estimulos pueden afectar algin
rasgo mas que otro, pudiendo existir algunas correlaciones fenotipicas negativas entre
estos. Una simple relacién podria dar cuenta de la expresion fenotipica entre algunos
rasgos v la manipulacién experimental nos daria una idea de la base funcional del
compromiso (Stearns, 1989; Roff, 1993), sin embargo no nos conduciria necesariamente
a una respuesta adaptativa de estos. Existen algunas aproximaciones distintas para
evaluar los compromisos, por poner algunos ejemplos estin las correlaciones
fenotipicas, manipulaciones experimentales, comrelaciones genéticas de analisis de
hermanos y correlaciones genéticas de experimentos de seleccién. En este mismo
sentido, Resnik (1985), sugiere que para que dos funciones sean contrastadas en un
compromiso, una contra la otra, es necesario la manipulacién experimental directa. Esta
es una buena aproximacion para encontrar relaciones funcionales que estén restringiendo
la magnitud de la respuesta entre algunos ra§K

Una de las especies de organismos zooplanctonicos que cambian su tipo de
estrategia reproductiva de partenogénesis a reproduccion sexual y ademés expresa
defensas morfologicas antidepredatorias, pertenecen al genero Brachionus (Rotifera),
esto nos permitiria evaluar las respuestas de estos rasgos en su conjunto y conocer si
existe alguna relacion funcional entre estos atributos.

Dado que los agentes inductores no son excluyentes en el medio acuitico, las
sefiales no estan aisladas de otros factores ambientales en la naturaleza y €] cambio de
estrategia reproductiva desde partenogénesis a reproduccion sexual de B. calyciflorus es

estimulada por una sefial quimica bidtica en el ambiente, la respuesta a la induccion de
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mixis podra estar modulada por otros factores ecolégicos y otras sefiales quimicas
percibidas de forma simultinea generadas por distintos agentes.

Esto tiene implicancias ecolgicas importantes, ya que esta fase inicial de
induccion en rotiferos, es un punto crucial de interaccién entre la fase activa en la
columna de agua con la fase latente luego que la reproduccion sexual sea exitosa, Hasta
ahora los estudios se han concentrado en investigar las dinidmicas en una escala
ecolégica focalizados en los individuos de vida libre, por otra parte aunque en menor
namero, algunas investigaciones han puesto su atencion en las dindmicas a otra escala
espacial y temporal, como es el banco de huevos en diapausa. Sin embargo son muy
escasos los estudios que centran la atencidn en la interaccion entre estas dos fases.
Adicionalmente, en rotiferos, existe muy poca informacién acerca de los factores que
alteran la magnitud de la respuesta a la induccién de hembras sexuales, tales como los
costos en relacién al ambiente y algunos compromisos con otros rasgos. Hasta ahora, la
induccién de cambios en estrategias reproductivas y desarrollo de estrategias defensivas,
no han sido abordadas en forma conjunta, con objetivos de investigacién ecologica.
Quedan, por tanto, abiertas interrogantes acerca de la relacion entre estos cambios
fenotipicos en la historia de vida de B. calyciflorus, la existencia de compromisos entre
estos rasgos, sus efectos sobre la dinamica de la poblacion y los mecanismos por los
cuéles se transmiten los efectos de estas caracteristicas individuales a la poblacion.

Por esto, es necesario conocer la respuesta a la induccién de hembras sexuales en
escenarios ecologicos mas complejos con sefiales ambientales bidticas simultineas y en
relacion a otros rasgos de historia de vida de B. calyciflorus. En esta investigacion esta

especie de rotifero, es utilizado como organismo modelo para estudiar si la respuesta a [a
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induccion de hembras sexuales es alterada por otras sefiales ambientales simultaneas y
también por Ia expresion de otros rasgos de historia de vida que podrian estar en
compromiso con este atributo,

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la respuesta a la induccion
de hembras sexuales de B. calyciflorus por infoquimicos de conespecificos, en relacion a
otras sefiales ambientales y también detectar posibles compromisos entre la induccion de
reproduccion sexual y defensas morfologicas de B. calyciflorus. Esta investigacion es de
tipo experimental y se utiliza este rotifero para evaluar algunos costos y compromisos
asociados a la induccion de mixis a nivel de individuo y poblacién. Se utilizé un
depredador rotifero del género Asplanchna para inducir defensas antidepredatorias y
como recurso alimenticio las microalgas Pseudokirchnerielln subcapitaia 'y
Monoraphidium contortun.

Esta investigacion esta organizada en tres capftulos, de los cuales el primero tuvo
como objetivo evaluar si la respuesta a la induccién de mixis por infoquimicos de
conespecificos, es distinta en un gradiente de alimento cuando €l umbral de induccion es
alcanzado, con el fin de conocer si la mayor disponibilidad de recursos tiene un mayor
efecto en la respuesta de induccién de mixis. Complementariamente se evaluo el efecto
del tiempo transcurrido desde la eclosion del huevo en diapausa sobre la expresion de
mixis en B. calyciflorus y su variabilidad interclonal.

En el capitulo II el objetivo fue evaluar la vulnerabilidad a la depredacion como
consecuencia de la induccién de morfotipos sexuales. Para esto se cuantificé €l consumo
de A. sieboldi sobre morfos diferentes de B. calyciflorus: hembras sexuales y hembras

partenogenéticas de B. calyciflorus.
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En el capitulo ITI se evalud el compromiso entre induccion de hembras sexuales y
expresion de defensas anti-depredatorias de B. calyciflorus. Para ello se plantearon dos
experimentos centrales, uno destinado a evaluar la respuesta de la induccion de hembras
sexuales en hembras previamente defendidas frente a las sefiales de induccion, y el

segundo con inducci6n de sefiales simultaneas.
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CAPITULO1
INDUCCION RECURSO-DEPENDIENTE DE REPRODUCCION
SEXUAL POR ALTA DENSIDAD DE CONESPECIFICOS EN
BRACHIONUS CALYCIFLORUS: VARIABILIDAD CLONAL Y

GENERACIONAL DE LA RESPUESTA
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Resumen

Brachionus calyciflorus posee un ciclo de vida heterogonico, en el cual predomina la
reproduccién asexual cambiando de estrategia reproductiva a reproduccion sexual, en
respuesta a una sefial ambiental bidtica. El estimulo que gatilla esta induccién es 1a alta
densidad de infoquimicos de conespecificos. Se ha reportado que la reproduccién sexual
en estos organismos ocurre en condiciones de alimento favorables, condicion necesaria
para el crecimiento poblacional rapido y alcanzar los umbrales de induccién por
densidad. Sin embargo, cuando los consumidores son muy abundantes los mecanismos
de densodependencia y las fluctuaciones de recursos comienzan a operar. El objetivo
central en esta investigacion es separar los efectos de la sefial quimica de induccion por
alta densidad de conespecificos de las condiciones de alimento, con el fin de evaluar si
la magnitud de la respuesta a la induccion de hembras sexuales por alta densidad
poblacional es alterada por la disponibilidad de alimento en el ambiente. Adicionalmente
se evalud el efecto del tiempo transcurrido desde la eclosion del huevo en diapausa sobre
la respuesta de induccién de hembras sexuales en B. calyciflorus y variabilidad clonal en
la respuesta. Los resultados indican que el alimento determina la magnitud de la
respuesta de induccién de mixis cuando los umbrales de induccion de hembras sexuales
son sobrepasados. Sugiriendo que el proceso de induccion al cambio de reproduccion en
B. calyciflorus, es una estrategia costosa la cual necesariamente requiere de un ambiente
con alta disponibilidad de recursos para obtener mayor induccién de mixis. Ademas, se

obtuvo que la respuesta a la induccion es distinta en generaciones tardias desde la




21

eclosion del huevo en diapausa respecto de la induccién de mixis en generaciones

tempranas y existe variabilidad clonal en 1a respuesta.
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Introduccion

En sistemas acuéticos permanentes asi como también en sistemas efimeros, las variables
ambientales bidticas y abiéticas, como la disponibilidad de alimento entre ofros, fluctian
afectando severamente la sobrevivencia y reproduccion de la poblacién zooplanctonica
(Lampert & Sommer, 1997, Gyllstrtém & Hansson, 2004). Las dinamicas de las
poblaciones de rotiferos que pertenecen a estos ambientes acuaticos, estin determinadas
por una serie de condiciones ambientales que podrian causar efectos densodependientes
tales como limitaciéon por recursos, autotoxicidad, depredacién, competencia,
parasitismo entre otras (Snell et al, 2001). El aumento de los tamafios poblacionales del
zooplancton esta acompafiado de una alta disponibilidad del alimento en los sistemas,
condicién ambiental que determina tanto la abundancia como la distribucién de los
organismos en los cuerpos de agua. Este Gltimo atributo ecologico puede tener una serie
de consecuencias positivas y beneficiosas, ya que una distribuciéon agregada permite
localizar parches de alimento, lugares de reconocimiento, encuentros macho hembra asi
como también proteccion contra los depredadores (Larsson & Dodson, 1993). Algunas
caracteristicas presentes en los ciclos de vida de estos organismos, tales como las
estrategias reproductivas, se pueden ajustar o sincronizar con tales periodos, en
copépodos ciclopoides por ejemplo, se sugiere que la diapausa es una via para ajustar el
desarrollo temporal de reproduccion, para luego coincidir con un periodo de alta
abundancia de alimento y posiblemente baja competencia conservando energia desde
periodos de crecimiento materno para otros periodos no favorables en los cuales se

desarrollan los individuos (Gyllstrém & Hansson, 2004). Estas y otras estrategias de
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historia de vida de los organismos zooplancténicos estan sujetas a sefiales ambientales
tanto bidticas como abidticas presentes de forma simultdnea, estimulando respuestas
rapidas a estas sefiales, lo cual desencadena una serie de consecuencias que afectan
directa e indirectamente tanto las dindmicas poblacionales como comunitarias en la
columna de agua.

Brachionus calyciflorus, pertenece al zooplancton y a la sub-clase Monogononta
(Rotifera) (Segers, 2002), esta incluye especies que habitan sistemas de agua dulce con
tasas reproductivas muy altas v se distribuyen ampliamente en habitats plancténicos de
aguas continentales (Wallace et al., 2006). B. calyciflorus tiene un tipo de reproduccion
heterogdnica, en el cuil predomina la reproduccion asexual por partenogénesis y
episddicamente ocurre reproduccion sexual (o mixis), la cual incluye produccion de
machos (arrenotoquia) por un periodo muy breve de tiempo y concluye en la produccion
de huevos en diapausa (Wallace et al., 2006) (Figura 1, Introduccion general); este
cambio entre fase partenogenética y fase sexual en el ciclo de vida de B. calyciflorus,
responde exclusivamente 2 un estimulo quimico bidtico, la alta densidad de
conespecificos (Gilbert, 2002; 2003; 2004; 2007, Stelzer & Snell, 2003; Fussmann et al,,
2003; Schroeder & Gilbert, 2004). Esta respuesta en las poblaciones de esta y otras
especies de rotifero es réapida, una vez que es alcanzado el umbral de abundancia
poblacional que estimula esta respuesta. Gilbert (2010), y otros estudios argumentan que
el tiempo favorable para reproduccidn sexual en las poblaciones de rotiferos es cuando
pueden ser producidos una gran cantidad de huevos en diapausa ricos en energia
(Gilbert, 1980; 2007; Snell & Garman, 1986; Schroder & Gilbert, 2004; Serra et al.,

2008), periodos de tiempo que deberian ocurrir cuando el crecimiento poblacional es
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rapido, la densidad poblacional va en aumento y las condiciones de disponibilidad de
alimento son favorables. En este mismo sentido Gyllstrém & Hansson (2004), sugieren
que el quimico proveniente de conespecificos en altas densidades poblacionales puede
ser una sefial que indicaria que las condiciones son buenas para reproduccion sexual ya
que los encuentros macho-hembra serian altamente probables y mas frecuentes entre
machos jovenes y hembras micticas fertilizables, conduciendo asi a un gran namero de
hembras micticas fertilizadas. Una buena dieta deberia maximizar el nimero y quizas
también la viabilidad de huevos producidos por cada hembra mictica fertilizada. Estas
ideas combinan la “hipétesis de encuentro macho-hembra” y la hipétesis de demanda de
recurso asi llamada por Serra et al. (2004), con el supuesto de que las condiciones
llegaran a ser desfavorables en un tiempo mas, por densodependencia cuando existen
altas densidades poblacionales en el ambiente. El crecimiento poblacional rapido como
consecuencia de un ambiente favorable con nutrientes y energia disponibles para las
poblaciones, tienen consecuencia a su vez sobre estos recursos en respuesta a la cantidad
de consumidores, existiendo efectos de densodependencia con fluctuaciones acopladas
de las dinamicas consumidor-recurso (Lampert & Sommer, 1997). En una especie del
género Brachionus, concretamente en una cepa Rusa de Brachionus plicatilis (Miiller),
existe antecedente que las concentraciones altas de alimento en el ambiente, permiten la
induccién de hembras sexuales y estas concentraciones de alimento son
considerablemente mas allas que las necesarias para permitir solamente crecimiento
poblacional positivo via hembras partenogenéticas (Snell & Boyer, 1988 citado en
Gilbert, 2010). Esto sugiere que la induccién de reproduccion sexual en poblaciones de

rotiferos, es una sefial que estaria acompafiada de un periodo con alta disponibilidad de
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alimento en el medio. En este estudio nos centramos en los eventos previos a la
generacién de un huevo en diapausa, cuando se inicia el proceso de transicion entre
reproduccion asexual y sexual, concretamente en la induccion de hembras sexuales, fase
crucial para el éxito posterior de fertilizacién y produccion de huevos en diapausa. La
produccion de estos huevos diapausicos es una estrategia costosa y la alta disponibilidad
de alimento en el ambiente es una condicién necesaria para generar un huevo en
diapausa viable respecto de un huevo partenogenético en B. calyciflorus (Gilbert, 2010).
La fecundidad de hembras micticas fertilizadas es mas baja que la de hembras amicticas
bajo las mismas condiciones (Gilbert, 1993, Gilbert, 2010). Gilbert (2010), parece ser el
primero que compara los efectos de concentracion de comida sobre reproduccion por
hembras sexuales ya fertilizadas respecto de hembras amicticas, y también sobre la
produccidn y viabilidad de huevos en diapausa. Sin embargo no toma en cuenta la fase
de transicion o de induccion de reproduccion sexual. Hasta ahora la separacion de los
efectos de la disponibilidad del alimento sobre la fase de induccién de mixis no ha sido
reportada para B. calyciflorus.

La sefial de induccién para reproduccion sexual en Brachionus calyciflorus es un
infoquimico percibido por esta especie, cuando existe alta densidad de conespecificos en
el medio. Esto quiere decir que la induccién de hembras sexuales en la poblacién esta
sujeta a los umbrales de abundancias poblacionales de conespecificos percibidas por este
rotifero. Si estos umbrales son alcanzados por la poblacion, quiere decir que la poblacién
estd creciendo en condiciones favorables de alimento, estas las poblaciones estarian
sujetas a fluctuaciones en su densidad debido al agotamiento de recursos en el ambiente

cuando los consumidores son muy abundantes, producto de la competencia intra-
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especifica o densodependencia. En este mismo sentido, existe evidencia para algunas
poblaciones de este rotifero, respecto de umbrales muy bajos de densidad poblacional
para la induccién de hembras sexuales (Gilbert & Diéguez, 2010), lo cudl estaria
indicando que la induccién de reproduccidn sexual sobre este umbral, esté relacionada
con otros factores ambientales diferentes que alteran esta respuesta una vez que el
umbral de induccion es alcanzado.

La hipétesis que conduce este capitulo es, debido a que la sefial que induce el
cambio desde reproduccion partenogenética a reproduccion sexual, es el infoquimico por
alta densidad poblacional y ademas la abundancia de recursos fluctiia debido a la alta
densidad de los consumidores, entonces la respuesta a la induccién de reproduccién
sexual deberia estar relacionada con la cantidad de recursos disponibles cuando los
umbrales de mixis son alcanzados. Es asi que se espera que la induccién de hembras
sexuales de B. calyciflorus serd menor o nula cuando los recursos alimenticios estan en
baja concentracién, siempre que la sefial inductora de mixis esté presente.
Adicionalmente, en este estudio se evalud esta respuesta incluyendo vartabilidad clonal
en el sistema y también incluyendo la dependencia endogena para la induccién de mixis
en generaciones tardias desde la eclosién del huevo en diapausa respecto de la induccion
de mixis en generaciones tempranas.

El objetivo central en esta investigacion es separar los efectos de infoquimicos
por alta densidad y el alimento, para evaluar si la respuesta a la induccién de hembras
sexuales una vez sobrepasado el umbral de induccién, estd relacionada con la
disponibilidad del recurso. Esto con el fin de conocer si la disponibilidad de recursos,

altera la magnitud de la respuesta a la induccion de mixis. Sumado a esto, también es
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relevante conocer si esta respuesta es variable a nivel clonal y si estas respuestas a la
induccién en las primeras generaciones desde la eclosion del huevo en diapausa de B.
calyciflorus es distinta que la respuesta en generaciones tardias desde la eclosion, tal

como sugieren Gilbert (2003) y Schréeder & Gilbert, (2004).
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Métodos

En este capitulo se utilizaron clones de B. calyciflorus obtenidos desde el Tancat de la
Pipa, Valencia, Espafia y todos los experimentos descritos aqui fueron desarrollados en
el Laboratorio de Ecologia Evolutiva, Instituto Cavanilles, Universidad de Valencia,
Espafia. Ver anexo T (Metodologia general) para los detalles metodologicos de colecta,

cultivos de organismos e induccion de mixis.

Disefio experimental

Se realizd la eclosion de huevos en diapausa y la separacién de cada clon de hembras
amicticas de B. calyciflorus individualmente en medio MBL descritos en anexo 1. En
este experimento sc utilizd un total de 15 clones, los cuales fueron puestos en su
respectivo tratamiento.

Este experimento tiene un disefio con cuatro factores, Factor Clon (15), Factor
Concentracion Alimento (Baja, Alta), Factor Generacién (Generacion 3°, Generacion
19%), Intensidad de sefial (Débil, Fuerte). La concentracion de alimento baja fue de 0,15
x 10° cel mL™ v concentracién alta de alimento fue de 1,5 x 10° cel mL™. Se registro la
proporcién de hembras micticas, recién nacidos, pardmetros de Tablas de vida, tasa
intrinseca de crecimiento (r). Para la inducciéon de mixis en este capitulo se utilizé la
Induccién por volumen, metodologia descrita en el anexo Iy descrita por Gilbert (2002;
2003; 2007; 2010) y otros investigadores. Los tratamientos con sefial fuerte de induccion

fueron cultivados en un volumen de 0,2 mL de medio MBL y tratamientos con seftal
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débil de induccién en volumen de cultivo con 2,5 mL de medio MBL y alimento. Ambos
volimenes de cultivos fueron necesarios para asegurar que los umbrales de induccién
fueran suficientes pero con distinta intensidad. El mimero de réplicas por cada nivel y
tratamiento fue de 3 madres de B. calyciflorus, con un total de 180 madres en la
generacién 3* y 180 madres en la generacion 19*. Cada réplica fue observada cada 12 hy
los neonatos se separaron en multiplacas de 96 pocillos con 0,2 mL de medio MBL y
alimento ad-libitum. Estos neonatos una vez maduros (hembras con huevos) se
categorizaron en hembras micticas o amicticas. Los 15 clones obtenidos desde la
eclosion de los huevos en diapausa fueron separados y luego, se pusieron en los
tratamientos en la generacién 3* desde la eclosion; estos mismos clones fueron seguidos
cuidadosamente hasta la generacion 19* y puestos en los mismos tratamientos.

Los datos fueron analizados mediante ANCOVA factorial, utilizando el numero
de hembras micticas como variable respuesta y como covariable el niimero total de crias.
Se realizaron pruebas de comparacion multiple para ver diferencias en Ias interacciones
entre los factores (p<0,05). Se realizd también un anélisis de regresion lineal y ANOVA
(p<0,05) para relacionar la tase intrinseca de crecimiento (r) con la proporcion de
hembras micticas, para cada nivel del factor generacion (3* y 19%) y del factor alimento
(Bajo, Alto), para este anélisis se obtuvo la tasa intrinseca de crecimiento utilizando la

ecuacion Lotka-Euler (Krebs, 1985):

ie‘”‘-lx-m‘r =1

x=0
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dénde, I es sobrevivencia y mx fertilidad edad especifica, x es el tiempo y r

es |a tasa intrinseca de crecimiento obtenida iterando esta ecuacion.
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Resultados

La Tabla I muestra los resultados del ANCOVA factorial. La interaccion para los cuatro
factores alimento-volumen-generacion-clon es significativa, luego la interaccién
generacion-Intensidad de la sefial no fue significativa y todas las interacciones restantes
y los factores por separados tienen un efecto significativo sobre el numero de hembras
micticas de B. calyciflorus. En este andlisis la covariable nimero de crias totales, fue
significativa, indicando que el nimero de crias es una variable relacionada linealmente
con el nimero de hembras micticas (Tabla I).

Esto quiere decir que la concentracion de alimento, la generacién en la cudl se induce a
mixis y el factor intensidad de Ia sefial, tienen influencia sobre el nimero de hembras
sexuales. Esto nos indica que una vez que la induccion de mixis esti presente, la
concentracion de alimento tiene efecto sobre el niimero de hembras sexuales que son
obtenidas en madres inducidas a reproduccién sexual. Ademds, observamos que existe
una dependencia endogena en la respuesta a la mixis respecto del nimero de
generaciones que transcurre desde que eclosiona un huevo en diapausa y también que la
respuesta a la induccion de mixis responde a una sefial més fuerte o mas deébil para la
induccion de hembras micticas. En la figura 2, vemos la interaccion entre los factores
alimento-generacién-intensidad de sefial, observando que las diferencias en el nimero de
hembras micticas para baja y alta concentracion de alimento es distinta en la generacion
3*y en la generacion 19°. La tabla I muestra las comparaciones miltiples para los tres
factores Alimento-Generacion-Intensidad de la sefial y podemos observar en ella que el

efecto de la intensidad de 1a sefial es significativo en ambos niveles del factor generacion
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cuando existe alta concentracion de alimento en los tratamientos, sin embargo solo es
significativo este efecto sobre el niimero de hembras micticas en baja concentracion de
alimento en la generacion 19%

La interaccion Alimento-Generacion-Clon en la figura 3, muestra que las diferencias en
la proporcién de hembras sexuales es distinta, cuando compramos entre Alia y baja
concentracion de alimento. En la tabla III podemos ver la comparacién multiple para
factor Generacion en cada concentracion de alimento y vemos diferencias significativas
entre generaciones para ambas concentraciones de alimento. La figura 4 nos muestra la
interaccion Alimento-Clon-Intensidad de la sefial y vemos que las diferencias para el
nimero de hembras micticas entre los clones no es igual para cada concenfracion de

alimento y tampoco entre densidades.
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Tabla L Resultados de ANCOVA cuatro factores. La variable respuesta es Niimero de
hembras micticas y la covariable Namero de crias totales. (R cuadrado corregida =
0,911)). La diferencia de las medias es significativa al nivel p<0,05. Los factores son:
alimento (R), generacién (F), intensidad de la sefial (S) y Clon (C).

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo I ol cuadritica F P

N. de crias totales 117,683 1 117,683 73,723 0,000
Alimento (R) 953,114 1 953,114 597,080 0,000
Generacion (F) 300,768 1 300,768 188,417 0,001
Intensidad de sefial (5) 307,812 1 307,812 192,829 0,000
Clon (C) 365,717 14 26,123 16,365 0,000
R*F 92,073 1 92,073 57,679 0,000
R*S 24.941 1 24,941 15,624 0,000
H*8 0,758 1 0,758 0475 0,491
R*¥T*S 78,906 1 78,906 49,431 0,000
R*C 258563 14 18,469 11,570 0,000
F*C 419,111 14 29,936 18,754 0,000
R*TF*C 225911 14 16,137 10,109 0,002
§*C 82,807 14 5915 3,705 0,000
R*¥S5*C 89,466 14 6,390 4,003 0,000
F*$#*C 87,458 14 6,247 3,913 0,000
R*F*S*C 98261 14 7,019 4,397 0,001
Error 336,817 211 1,596

Total 9510,000 332

Total corregida 5957,602 331
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Figura 2. Interaccion entre factor Alimento-Generacion-Intensidad de sefial. El panel de
la izquierda nos muestra el nivel Intensidad de la sefial débil y el de la derecha
Intensidad de la sefial fuerte. En el eje X se muestra el factor alimento con sus dos
niveles (Baja, Alta) y el eje Y muestra las medias marginales estimadas para el niimero
de hembras micticas. Las lineas muestran las diferencias entre las medias para cada
generacién (Generacién 3* y Generacion 19°) respecto del factor alimento. Interaccion
significativa, ANCOVA factorial (p<0,05).
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Figura 3. Interaccion entre factor Alimento-Generacion-Clon. El panel de la izquierda
nos muestra el nivel Generacion 3* y el de la derecha Generacion 19°. En el eje X se
muestra el factor alimento con sus dos niveles (Baja, Alta) y el eje Y muestra las medias
marginales estimadas para el nimero de hembras micticas. Las lineas muestran la
diferencias de las medias para cada clon, respecto de la concentracion de alimento.
Interaccion significativa, ANCOVA factorial (p<0,05).
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Figura 4. Interaccion entre factor Alimento-Clon-Intensidad de la sefial. El panel de la
izquierda nos muestra el nivel Intensidad de sefial débil y el de la derecha Intensidad de
sefial fuerte. En el eje X se muestra el factor alimento con sus dos niveles (Baja, Alta) y
el eje Y muestra las medias marginales estimadas para el numero de hembras micticas.
Las lineas muestran la diferencias de las medias para cada clon, respecto de la
concentracion de alimento. Interaccion significativa, ANCOVA factorial (p<0,05).
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Tabla II. Comparaciones multiples entre las medias marginales. El asterisco indica
diferencias significativas al nivel p<0,05. Se utiliz6 ajuste de Bonferroni. Los factores
son; intensidad de la sefial (S), generacion (F) y nivel de alimento (R).

Diferencia
entre medias Error
R F S, 5 (S-Sp tipico
Alta 3 Fuerie Débil 5,701%* 0,309 0,000
19" Fuerte Débil 3,799* 0,282 0,000
Baja 3 Fuerie Débil 1,172 0,604 0,054
19 Fuerte Diébil 3,465*% 0,516 0,000

Tabla INI. Comparaciones mtltiples, entre las medias marginales estimadas. El asterisco
indica diferencias significativas al nivel p<0,05. Se utilizé ajuste de Bonferroni. Los

factores son: generacion (F) y nivel de alimento (R).

Diferencia
entre medias Error
R F Fy FFp tipico P
Alta 3 19® 3,698% 0,260 0,000
Baja ¥ 19 1,453* 0,216 0,000
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Costos de la Mixis

Otro resultado obtenido fue la relacién negativa entre las tasas intrinsecas de crecimiento
partenogenética (r) de B. calyciflorus y la proporcion de hembras micticas. En la figura
5, se observa una tendencia negativa en el analisis de regresion lineal para ambas
variables, lo que sugiere que la induccion a la mixis tiene un costo sobre la tasa
intrinseca de crecimiento poblacional (1), sin embargo las regresiones significativas
fueron obtenidas inicamente para las condiciones de alto recurso (ANOVA de una via

p<0,05).
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Figura 5. Relacién entre Tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r) vs. Proporcién
de hembras micticas, regresion lineal A) Alta concentracion de alimento, 37 generacion:
R = 0,601, p < 0,001*; B) Baja concentracion de alimento, 3° generacién: R=10,101, p
= 0,369; C) Alta Concentracién de alimento, 19" generacion : R = 0,486, p < 0,001* D)
Baja Concentracion de alimento, 19" generacion : R = 0,104, p = 0,364. ANOVA deuna
via (p<0.05).
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Discusion

Las poblaciones de rotiferos que habitan ambientes acuaticos permanentes o efimeros,
est4n sujetos a una serie de factores que pueden causar efectos denso-dependientes
incluyendo el alimento, competencia por interferencia, mixis, depredacion entre otros
(Snell et al, 2001). En este estudio con experimentos de laboratorio, logramos demostrar
el efecto del alimento cuando la sefial de mixis estd presente. Los resultados indican que
la concentracion de alimento influye positivamente y el factor generacion negativamente
(Figuras 2 y 3) sobre la induccion de hembras sexuales en B. calyciflorus. Ademas, el
factor clon tiene efecto significativo sobre la induccidén de hembras micticas (Tabla I).
Gilbert (2010) encuentra efectos de la concentracién de comida sobre reproduccion por
hembras sexuales fertilizadas y hembras partenogenéticas, y sobre la produccion y
viabilidad de huevos en diapausa. Los resultados obtenidos en esta investigacion,
demuestran que Ia fase de induccién, antes de la produccion de huevos en diapausa,
tiene relacidn con la disponibilidad de alimento influyendo en la induccién de hembras
sexuales. Los factores relacionados al ambiente en el cual se induce reproduccion
sexual, alterarian entonces la respuesta a este cambio de estrategia reproductiva en estas
poblaciones de rotiferos. La separacion de los efectos nos permite aclarar en cierta
medida, supuestos respecto de la relacidon entre un ambiente favorable y reproduccion
sexual en este tipo de organismos, sin embargo, habria que refinar la resolucion de los
efectos obtenidos aqui y separar otros efectos sobre la induccién de reproduccion sexual
y la dependencia del ambiente en tales respuestas, tomando en consideracién las

caracteristicas de los sistemas de los cuales se originan los clones estudiados, con el fin
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de encontrar causalidades mas directas entre factores ambientales y los efectos en las
estrategias reproductivas. En este mismo sentido, con los resultados obtenidos en esta
investigacion, podemos sugerir que una vez que el umbral para induccién de hembras
sexuales es alcanzado por las poblaciones, las fluctuaciones de alimento afectarfan la
induccion de hembras micticas. Esto no quiere decir que solo el alimento induce mixis,
sino que una vez que la sefial de alta densidad poblacional gatilla el cambio en el tipo de
hembras, el alimento influye en la magnitud de la respuesta. Esta respuesta a la
induccién de hembras sexuales, ademas, depende del nimero de generaciones que pasod
después de eclosionar ¢l huevo en diapausa, dependencia enddgena reportada por
Schréeder & Gilbert (2004), para algunos clones de una cepa de Estados Unidos, y
quienes encuentran menor propensiéon a la mixis en generaciones tempranas en seis
clones de B. calyciflorus. La variabilidad clonal en este estudio, nos indica que la
tendencia sugerida por Schréeder & Gilbert (2004), no es general, ya que en los 15
clones evaluados en nuestros experimentos, nos sugiere una dependencia endogena, pero
con un menor nimero de hembras micticas en generaciones tardias, tendencia opuesta
encontrada por los autores mencionados. En nuestros experimentos, la mayor proporcion
de hembras sexuales encontrada en generaciones tempranas, puede tener relacion con el
ambiente de origen de los clones experimentales. En las muestras de terreno obtenidas
en el Tancat de la Pipa, se observd una gran abundancia de copépodos y Asplanchna
ademas de B. calyciflorus en altas densidades; aunque no se registrd eficiencia de
depredacion, esto podria sugerir que la respuesta rapida a la mixis, 0 sea mayor en
generaciones tempranas desde que eclosiona el huevo en diapausa en combinacién con

bajos umbrales de mixis, permitirian reproduccion sexual y produccién de huevos en
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diapusa antes que los depredadores alcancen abundancias superiores y los consuman. En
una cepa de B. calyciflorus de la Patagonia Argentina, los umbrales para induccién de
mixis son muy bajos (6,7 ind mL™) y las proporciones de hembras sexuales son de las
més altas encontradas hasta ahora (Gilbert & Diéguez, 2010) en generaciones tempranas
desde que eclosiona el huevo en diapausa. Este reporte no toma en cuenta los factores
asociados luego de alcanzar estos umbrales que podrian alterar la respuesta a la mixis en
estos ambientes. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio, nos sugiere que
las poblaciones de rotiferos con bajo umbral para estimular el cambio en el tipo de
reproduccion, estarian sujetos a las condiciones fluctuantes del ambiente, como por
ejemplo las fluctuaciones de recursos disponibles, lo que alterard la respuesta a la
induccién una vez que el umbral ya se alcanzo. Una vez que se alcanza la sefial que
gatilla el cambio entre reproduccion asexual y sexual, las poblaciones estan sujetas a la
sefial de induccién acompafiada de la disponibilidad de alimento en el ambiente para
responder. En relacién al alimento esto esta de acuerdo con Gyllstrdm & Hansson
(2004), respecto de condiciones favorables para reproduccion sexual ya que los
encuentros entre machos y hembras serian altamente probables y posteriormente la
generacion de un gran niimero de hembras micticas fertilizadas.

La tendencia negativa observada enire la tasa intrinseca de crecimiento
partenogenético y la proporcion de hembras sexuales sugiere que la respuesta a la
induccion de reproduccién sexual tiene un costo en la adecuacion biologica de corto
plazo de esta especie de rotifero (Gilbert, 2010), si consideramos esie T como una
medida de ésta. Sin embargo, este costo se expresa solo para alta concentracién de

alimento. Esta estrategia reproductiva en este tipo de organismos deberia expresar un
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adecuado balance entre los beneficios a corto y largo plazo de la induccién a la mixis.
En el corto plazo, la mixis tiene un efecto negativo en la poblacién disminuyendo la
multiplicacién (Figura 5). La relacién entre la estrategia de induccion de hembras
sexuales y ambientes favorables de crecimiento es positiva y coherente con la
produccién de huevos en diapausa (Serra & King, 1999), sin perder de vista que esto
tiene lugar también bajo condiciones favorables para que la reproduccion
partenogenética siga ocurriendo. Esto puede estar en relacion con el hecho que la
respuesta a la induccion de hembras sexuales en la poblacion, no alcanza una induccion
igual al 100% en poblaciones naturales y tampoco en cultivos de laboratorio (Fussman et
al, 2007), existiendo una fraccion de individuos partenogenéticos que siempre aporta al
crecimiento poblacional en la columna de agua. Esta correspondencia de la sefial de
induccién con las condiciones ambientales una vez que existe la respuesta a la mixis,
tiene en el largo plazo, consecuencias favoreciendo la posterior diapausa y asi la
persistencia poblacional via dispersion temporal en el mismo cuerpo de agua y espacial
entre cuerpos de agua conectados. La variabilidad clonal observada esta en acuerdo con
la variabilidad en la respuesta a la induccién de mixis {Gilbert, 2002; Schréeder &
Gilbert, 2004) v nos permite sugerir una rapida adecvacion de la especie a diferentes
determinantes ambientales, mediante la estrategia de bet-hedging (Alekseev et al,
2007). En este estudio, los clones utilizados para los experimentos en el laboratorio
fueron resultado directo de la reproduccion sexual de rotiferos habitando la columna de
agua en el Tancat de la Pipa, Valencia, Espafia.

Estos elementos deberin integrase adecuadamente en el futuro para ser capaces

de analizar las trayectorias ecoldgicas y evolutivas de este tipo de organismos en




ambientes variables y poder relacionar las variables ambientales con las presiones
selectivas respecto a los umbrales de propension a la mixis (Fussman et al, 2003, Gilbert
& Diéguez, 2010). Con el fin de poder proyectar las consecuencias adaptativas a nivel
del banco de variabilidad genética (huevos en diapausa), respecto de las dinamicas
ecologicas que estarian alterando las respuestas que unen las distintas escalas temporales

y espaciales en este tipo de organismos.
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CAPITULO1II

VULNERABILIDAD A LA DEPREDACION DE HEMBRAS
PARTENOGENETICAS Y SEXUALES DE BRACHIONUS
CALYCIFLORUS FRENTE A SU DEPREDADOR ASPLANCHNA

SIEBOLDI
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Resumen

La transicién desde un tipo de reproduccion asexual a uno de tipo sexual en rotiferos
implica cambios morfologicos en el estado adulto en los individuos de B. calyciflorus,
con potenciales consecuencias sobre su desempefio. En este estudio se evalud el
polimorfismo reproductivo de B. calyciflorus en relacién a la vulnerabilidad a sus
depredadores. Con ¢l proposito de conocer si existe 0 no vulnerabilidad diferencial a la
depredacion de los estadios sexuales, se cuantifico el consumo por parte del depredador
Asplanchna sieboldi sobre morfotipos diferentes de su presa: hembras sexuales y
hembras partenogenéticas de B. calyciflorus. Para la obtencién de cada uno de estos
tipos de presa, se realizaron previamente las inducciones tanto de hembras sexuales con
medio pre-condicionado de conespecificos de B. calyciflorus, como induccidon de
defensas con kairomonas del depredador A. sieboldi. Luego, se estimd el consumo de
cada tipo de presa sobre un gradiente de densidades. La respuesta funcional de 4.
sieboldi no fue diferente para hembras sexuales y partenogenéticas de manecra
significativa. Se concluyd que la induccion de reproduccién sexual en las presas no
afectd la vulnerabilidad a la depredacion de A. sieboldi y se sugiere que esto tiene
implicancias ecologicas importantes sobre la posterior reproduccion y produccion de

huevos en diapusa.
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Introduccion

Brachionus calyciflorus pertenece a la Clase Monogononta (Rotifera), en su ciclo de
vida predomina la reproduccién por partenogénesis y la reproduccion sexual ocurre por
induccion de condiciones ambientales. Esta bien establecido que el factor ecoldgico
clave que induce la mixis en esta especie es la alta densidad de conespecificos (Gilbert,
2002:; 2003; 2004; 2007; Stelzer & Snell, 2003; Fussmann et al., 2003; Schréeder &
Gilbert, 2004).

La reproduccion sexual involucra la produccién de machos, que tras fecundar
hembras sexuales permiten la generacién de huevos en diapausa (Wallace et al., 2006).
Cuando se induce el tipo de reproduccidon sexual, existe una diferenciacién en las
poblaciones de rotiferos, entre hembras partenogenéticas y sexuales inicamente cuando
son adultas (Lampert, 1987, Gilbert, 2002; Gilbert, 2003; Ialkett et al., 2005). Las
hembras amicticas o partenogenéticas producen huevos diploides que desarrollan
hembras partenogenéticas en su descendencia y las hembras sexuales, producen huevos
haploides que desarrollan machos si no son fertilizadas, o en caso contrario desarrollan
huevos en diapausa (Gilbert, 2003; 2007).

Los morfotipos de estas hembras son diferenciables tnicamente cuando estin
maduras, por el tamafio y tipo de huevos que producen. Uma hembra adulta
partenogenética desarrolla huevos diploides mas grandes adjuntos externamente al
cuerpo, respecto de hembras sexuales con huevos haploides y de tamafio
considerablemente menor (Epp & Lewis, 1971; Gilbert, 1974; Wallace et al., 2006).

Estas diferencias morfoldgicas en estado adulto en la poblacién, producto de Ia
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induccién de hembras sexuales, podria tener consecuencias en la vulnerabilidad a la
depredacién y un mayor consumo de este tipo de hembras respecto de hembras
partenogenéticas, puede tener consecuencias ecologicas importantes, ya que la
depredacién sobre estas, restringe la probabilidad de la futura produccién de huevos en

diapausa si las consumen antes de ser fertilizadas.

Depredacion en rotiferos

Las abundancias de las poblaciones naturales de rotiferos son reguladas fuertemente por
procesos de depredacion (Walz, 1997), existiendo relacién estrecha entre la abundancia de
depredadores y la densidad de algunas poblaciones de rotiferos. Entre los principales
depredadores de algunas especies de rotiferos destacan rotiferos del género Asplanchna,
entre otros invertebrados (Hampton & Gilbert, 2001; Lapesa et al., 2004; Wallace et al,,
2006).

Con el proposito de reducir su vulnerabilidad a los depredadores, algunas especies
de rotiferos han desarrollado distintos tipos de defensas antidepredatorias, incluyendo
cambios morfoldgicos, conductas de escape y otros tipos de evasion (Williamson, 1983;
1987; Stemberger & Gilbert, 1987, Wallace et al., 2006). Las defensas inducibles son
cambios fenotipicos plasticos en los organismos presa en respuesta a sefiales producidas
por la presencia del depredador. En rotiferos, numerosas investigaciones han demostrado
la expresion reversible de cambios morfologicos tales como el desarrollo o elongacion de
espinas anteriores o postero-laterales (Gilbert, 1999; Tollrian & Harvell, 1999). La

induccion de estas proyecciones morfologicas en las presas, tienen una significativa
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reduccion en la captura e ingestién por depredadores invertebrados ya que esto dificulta su
manipulacién y su ingestion (Gilbert, 1967, Stemberger & Gilbert, 1984; Stemberger,
1988; Wallace et al., 2006, Aranguiz-Acuiia et al. 2010).

Dado que las poblaciones de B. calyciflorus cuando inician la induccion de
reproduccion sexual, la respuesta a la induccion de hembras sexuales nunca es total, mas
bien es incompleta, resulta en una poblacién con morfotipos mezclados tanto asexuales
como sexuales (Gilbert, 2003; 2004), estas Ginicamente son distintas en estado adulto ya
que el tamafio y tipo de huevos que adjuntan extemamente son diferentes. Estas
diferencias morfolégicas por el efecto de la induccién a reproduccion sexual, podria tener
efectos negativos en la vulnerabilidad de B. calyciflorus a sus depredadores, ya que sus
estrategias de escape y defensivas no serian muy eficientes en los morfotipos sexuales por
el costo que implica producir huevos sexuales. Se espera, que el consumo de presas del
tipo hembras sexuales, sea mayor que el de hembras partenogenéticas debido a que este
tipo de hembras ya invierte energia en huevos sexuales, lo cual no permitiria conductas de
escape ni defensas eficientes contra la depredacion por Asplanchna. Las consecuencias
ecologicas por un consumo diferencial y mayor sobre hembras micticas respecto de
hembras amicticas, estarian relacionadas con un efecto negativo en la posterior produccién
de huevos diapausicos producto de la depredacion de hembras sexuales no fertilizadas.

En este estudio el objetivo central es evaluar la vulnerabilidad a la depredacion
como consecuencia de la induccidén de hembras sexuales. En particular, se cuantificod y
comparé el consumo de A. sieboldi sobre morfos diferentes de B. calyciflorus: hembras

sexuales y hembras partenogenéticas de B. calyciflorus.
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Métodos

Brachionus calyciflorus v ¢l depredador Asplanchna fueron obtenidos desde el Embalse
Rapel, VI region, Chile. Para la obtencion de las presas, se obtuvieron hembras micticas
con la metodologia de induccion por medio pre-condicionado de conespecificos v la
defensa antidepredatoria con induccién por kairomonas del depredador Asplanchna. La
mantencion e induccion de los morfotipos se describen en anexo I y los umbrales de
induccion tanto para hembras sexuales como para defensas antidepredatorias en anexo

L

Respuestas funcionales de Asplanchna sieboldi

El depredador Asplanchna sieboldi fue cultivado en baja densidad poblacional en medio
MBL modificado vy alimentados con una mezcla de B. calyciflorus y Paremecium
caudatus como presas. Los tres tipos de presas experimentales ofrecidas separadamente
a A. sieboldi fueron hembras sexuales no defendidas, hembras partenogenéficas no
defendidas y hembras partenogenéticas defendidas de B. calyciflorus. En vasos
precipitados de 50 mL con 10 mL de medio MBL con las presas en su densidad
correspondiente para cada tratamiento, se inocularon dos depredadores adultos de A.
sieboldi, previamente mantenidos en hambruna por un periodo de tiempo de 2 horas,
antes de ofrecer las presas experimentales. Las densidades de las distintas presas fueron:
0,2 ind mL™" 0,5 ind mL; 2 ind mL; 8 ind mL"' y 32 ind mL", cada una de estos

tratamientos tuvo siete réplicas. Las condiciones controladas de laboratorio son:
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temperatura de 24°C, luz continua y el tiempo de alimentacion de los depredadores fue
de una hora, transcurrido este tiempo, se fijaron los depredadores con formalina al 5%.
Una vez fijados en formalina, se realizd analisis de contenido estomacal bajo
microscopio (DM500 LEICA, Alemania), contabilizando sus presas a través de la
identificacion de cada trophi (aparato masticador) consumido por el depredador. Los
datos fueron ajustados a una curva de respuesta funcional Holling tipo II (Rothhaupt,

1990; Lampert & Sommer, 1997):

V. x8

—___ Inax

Stk

dénde, V es la tasa de consumo del depredador, S la disponibilidad de presas, Vi es el

valor de saturacion de la tasa de consumo y K es la concentracion de presas a la cual
Vi . . .
-% es alcanzada. Luego de este ajuste se realizo ANOVA de una via para el

parametro K; y prueba a posteriori de Tukey con un p<0,05 para V.. , €nire curvas.
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Resultados

No se encontraron diferencias significativas entre el consumo de hembras sexuales y
hembras partenogenéticas (Figura 1). El nimero de presas consumido fue mas bajo y
significativamente diferente cuando el tipo de presa fue B. calyciflorus defendido
morfoldgicamente (Figura 1, panel C y Tabla II), el consumo maximo, dado por el
parametro V.. fue significativamente diferente de las respuestas funcionales para los
otros dos tipos de hembra (Tabla IT, Figura 1). La tasa del consumo de presas, como se
esperaba, se ajusta a la respuesta funcional Holling tipo II. Entre los tipos de presas no
defendidas de B. calyciflorus, sean del tipo sexual o partenogenéticas, no existe
diferencias significativas en el consumo por el depredador 4. sieboldi para ninguno de
los dos parametros V., {Tabla IT} o K; (Tabla I), obtenidos de las curvas ajustadas a la
ecuacion de Holling tipo II y posterior ANOVA de una via para el parametro K; y

prueba a posteriori de Tukey para V.
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Tabla I Resultados de ANOVA de una via para el parametro K, entre las presas:
Hembras partenogenéticas no defendidas, Hembras sexuales no defendidas y Hembras
partenogenéticas defendidas, Las diferencias de las medias es significativa al nivel
p<0,05.

Fuente de Grados de Suma de Media
Comparacion fibertad cuadrados Cuadratica F p
Entre grupos 2 7,176 3,588 0,627 0,548
Residual 14 80,066 5,719
Total 16 87,242

Tabla IL Prueba a posteriori de Tukey parametro Vi entre las presas: Hembras
partenogenéticas no defendidas (N.D.), Hembras sexuales no defendidas (ND.) y
Hembras partenogenéticas defendidas (D.). Las diferencias son significativas al nivel
p<0,05.

Diferencia
entre medias P q Yalor p
Sexual N.D.
vs. 1,371 3 4,865 <0,05
Partenogenética D.
Sexual N.D. 0,413 3 1,465 =0,56
Vvs.
Partenogenética N.D.
Partenogenética N.D. 0,958 3 4,389 <005

Vs,
Partenogendtica D.
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Figura 1. Respuestas funcionales de Asplanchna sieboldi consumiendo tres morfotipos
de B. calyciflorus como presas. A) Hembras micticas no defendidas, B) Hembras
amicticas no defendidas y C) Hembras amicticas defendidas. El pardmetro X; no
present6 diferencias entre las tres curvas (p = 0,548, ANOVA), el parametro Ve en C

fue significativamente menor que A y B (Prueba de Tukey, p<0,05).
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Discusion

En esta investigacion el consumo de hembras sexuales no defendidas por el depredador 4.
sieboldi no fue diferente del consumo de hembras partenogenéticas no defendidas. Esto
indica que la vulnerabilidad de B. calyciflorus a la depredacidn por A. sieboldi no es
afectada por la induccién de reproduccion sexual o por el morfotipo reproductivo. Los
efectos de 1a vulnerabilidad de las presas han sido investigados extensivamente para
Asplanchna depredando sobre Brachionus calyciflorus y otras especies de rotiferos
(Nandini et al., 2003), asi como también el éxito de captura e ingestion sobre B.
calyciflorus con inducciéon de espinas posterolaterales alargadas vs. no alargadas,
demostrando que la ingestién sobre B. calyciflorus espinado es significativamente menor
(Iyer & Rao, 1996), consistente con el resultado en este estudio (Figura 1). El contacto
entre Asplanchna y B. calyciflorus permite que este ultimo contraiga su corona
aumentando su presion hidrostatica dentro de su pseudoceloma. Esta presion causa que las
espinas posterolaterales se expandan incrementando el tamafio de la presa lo cual permite
liberarse del depredador y luego nadar para escapar evitando la ingestion por Asplanchna
(Wallace et al., 2006). La respuesta funcional de A. sieboldi se ajusté a una curva
mondtona Holling tipo IT como ya se ha reportado en algunas investigaciones (Nandini &
Sarma, 1999; Nandini et al., 2003). Las curvas obtenidas de la respuesta funcional de 4.
sieboldi sobre B. calyciflorus muestran que el tipo de presa menos consumida fueron
hembras de B. calyciflorus defendidas morfolégicamente, en comparacion a las ofras
hembras no defendidas, confirmando que la defensa morfologica afecta la ingestion de este

tipo de presas por patte de 4. sieboldi, pero no el morfotipo reproductivo.
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Brachionus calyciflorus cuando inicia la induccion de reproduccion sexual, esta
respuesta es incompleta, resultando una poblacion con morfotipos mezclados tanto
asexuales como sexuales (Gilbert, 2003; 2004). Esto sugiere que si ambos morfotipos
conviven, el consumo no diferencial entre tipos de hembras sexuales y partenogeneticas
no defendidas, tendria consecuencias ecoldgicas en la dinamica de la columna de agua
por depredacidn y ademas efectos indirectos sobre la dindmica a largo plazo por la
reduccion de la probabilidad de fertilizacion y posterior produccién de huevos en
diapausa si estas son depredadas antes de ser fertilizadas.

A pesar de no haberse detectado efectos del polimorfismo reproductivo sobre la
vulnerabilidad, seria recomendable conocer si la ingestion de este tipo de hembras
micticas, tiene algiin efecto en la respuesta numérica de A. sieboldi, debido a la calidad
de 1a hembra considerando el tipo de huevos que transporta y asi conocer st el nimero

de depredadores es afectado por el consumo de un tipo u otro de hembras.
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CAPITULO1II
COMPROMISO ENTRE CAMBIO DE ESTRATEGIA REPRODUCTIVA
Y DEFENSAS ANTI-DEPREDATORIAS EN BRACHIONUS

CALYCIFLORUS
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Resumen

Brachionus calyciflorus (Orden Rotifera) tiene una fase reproductiva asexual
partenogenética y otra conocida como mixis o fase sexual, la sefial que induce este
cambio es la percepcién de infoquimicos por alta densidad de conespecificos. Por otra
parte, los organismos de esta misma especie expresan defensas morfoldgicas elongando
sus las espinas posterolaterales en respuesta a la presencia de kairomona de su
depredador Asplanchna. Estas estrategias reproductivas y defensivas han sido estudiadas
por separado y en este trabajo se demuestra el compromiso existente entre estos rasgos
de historia de vida de B. calyciflorus. Este capitulo esta divido en dos experimentos
centrales, el primero estd focalizado en la respuesta de induccién de mixis cuando las
hembras estin defendidas de su depredador Asplanchna sieboldi, y en el cuél se obtiene
que la produccién de hembras micticas fue inhibida cuando las madres inducidas con la
sefial de mixis fueron hembras defendidas morfoldgicamente. El otro experimento se
focaliza en la respuesta a la induccién de mixis de B. calyciflorus, al enfrentarse a las
dos sefiales distintas de forma simultanea: la kairomona del depredador y la sefial de
conespecificos. Aqui se obtuvo un efecto inhibitorio débil pero significativo de la
kairomona sobre la induccion de mixis. Los resultados de ambos experimentos apuntan a
que la induccidn de reproduccion sexual y 1a induccion de defensas antidepredatorias no
son rasgos independientes sino que estan en compromiso. Las diferencias obtenidas a
partir de ambos experimentos sugieren que la naturaleza del compromiso parece ser mas

energética que por infodisrrupcion de sefiales.
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Introduccién

Brachionus calyciflorus se caracteriza, al igual que muchas especies de inveriebrados
acudticos, por tener una fase reproductiva amictica (ausencia de machos) predominante
y otra fase conocida como mixis (aparicion de machos y reproduccion sexual) {Wallace
et al., 2006) (Figura 1, Introduccion general), resultando en una diferenciacion entre
hembras partenogenéticas y sexuales en las poblaciones de rotiferos que habitan los
sistemas acuaticos (Lampert, 1987, Gilbert, 2002; Gilbert, 2003; Halkeit et al, 2005).
Las hembras partenogenéticas producen huevos diploides que desarrollan hembras
partenogenéticas en su descendencia y las hembras sexuales, producen huevos haploides
que desarrollan machos si no son fertilizadas, o desarrollan huevos en diapausa en caso
contrario (Gilbert, 2003; 2007). Estas hembras unicamente se pueden diferenciar cuando
son ovigeras, por el tipo de huevos que producen. Estos dos tipos de hembras existen
tanto en Cladocera como en Rotifera (Gilbert, 2002; 2003; 2004; Halkett et al., 2005).
En el ciclo de vida de B. calyciflorus esta bien establecido que el factor ecoldgico clave
que induce la mixis es un infoquimico liberado por alta densidad de conespecificos
(Gilbert, 2002; 2003; 2004; 2007, Stelzer & Snell, 2003; Fussmann et al., 2003;
Schroeder & Gilbert, 2004). Sin embargo, las vias por las cuales el quimico induce esta
respuesta, no son del todo conocidas (Gilbert, 2003). El resultado final de Ia
reproduccion sexual es 1a produccion de huevos en diapausa, los cuales son considerados
como una via de escape espacial y temporal a condiciones ambientales adversas. Los

huevos en diapausa pueden mantenerse viables hasta cientos de afios (Gyllstrém &
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Hansson, 2004). Por lo anterior, la reproduccion sexual de estos organismos es una
estrategia clave que determina componentes de adecuacion bioldgica de largo plazo en
ambientes variables. Por ello su induccidn es un atributo crucial para la persistencia
poblacional. Este tipo de respuestas fenotipicas estarian relacionadas a un conjunto de
otros rasgos de historia de vida interconectados (Stearns, 1992), los cuales en su
conjunto determinan la adecuacion biologica de este rotifero.

Las defensas inducibles son otro tipo de respuesta fenotipica en los organismos
presa, frente al riesgo de depredacion, fuerza estructuradora principal de las
comunidades acuaticas (Lampert & Sommer, 1997, Gilbert, 1999; Tollrian & Harvell,
1999: Vos et al., 2004). Entre los depredadores invertebrados, Asplanchna sieboldi es
una de las especies mas voraces y puede alimentarse de casi todas las especies de
Brachionus (Gilbert, 1980), estos tltimos, producen espinas o elongacion de €stas en
respuesta a la acumulacidon de sustancias solubles (kairomonas) producidas por sus
depredadores (Gilbert, 1967, Stemberger & Gilbert, 1984; Stemberger, 1988, Wallace et

al., 2006). La efectividad de estas defensas ha sido demostrada para sistemas

Asplanchna — B. calyciflorus y otras especies de rotiferos (Nandini et al., 2003).

La expresién de estos rasgos fenotipicos son restringidos por la variabilidad
genética pero también por compromisos entre algunos rasgos de historia de vida. En la
teoria de las historias de vida uno de los principios centrales es el limite del potencial
adaptativo de los organismos y los rasgos individuales no pueden variar
independientemente por estar sujetos a restricciones y compromisos. Estos tienen

relacién con ventajas en la adecuacién biologica conferidas por alglin rasgo, asociado a

un efecto negativo generado en otro atributo (Resnik, 1985; Stearns, 1989; Roff, 1993,
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Agrawal et al, 2010). Los compromisos pueden manifestarse en correlaciones
fenotipicas negativas enire dos rasgos, sin embargo una correlacion negativa por si
misma no implica la existencia de un compromiso (Stelzer, 2005). En el zooplancton son
comunes los compromisos entre diferentes rasgos de historia de vida relevantes para su
adecuacion bioldgica. Por ejemplo, se han reportado correlaciones fenotipicas entre
algunos atributos de reproduccion y sobrevivencia en rotiferos tales como Asplanchna
girodi, Brachionus macracanthus, B. variabilis and Platyias quadricornis y Cladoceros
tales como Ceriodaplmia cornuta, Daphnia carinata, D. laevis, Moina macrocopa,
Pleuroxus aduncus, Scapholeberis kingi y Simocephalus vetulus (Sarma et al., 2002).
Asi como también costos por expresién de defensas, como espinas en Daphnia pulex,
que disminuyen la depredacién por parte de Chaoborus y a su vez tiene efectos
negativos sobre la reproduccién de este cladocero (Riessen & Young, 2005).

Una de las aproximaciones para evaluar los compromisos es la manipulacion
experimental directa y contrastar funciones una contra la otra (Resnik, 1985), y asi
obtener relaciones funcionales que estén restringiendo la magnitud de la respuesta entre
rasgos. Los costos asi como también los beneficios que confiere la induccion de sexo en
rotiferos, como las defensas morfologicas inducibles, han sido evaluados de forma
independiente y no se ha analizado hasta ahora, st existe alguna relacién o compromiso
en Ja expresion entre estos rasgos para rotiferos del género Brachionus.

Dado que la expresion de sexualidad (mixis) y la expresién de defensas
antidepredatorias inducibles en B. calyciflorus son estrategias costosas y rasgos
altamente determinantes en el éxito reproductivo de rotiferos, y ademdis, ambas

respuestas son expresadas en el mismo organismo por seiiales quimicas de naturaleza
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distinta, entonces la expresion de estos rasgos serian restrictivos cuando existen
respuestas a estimulos simultineos, determinado por la asignacién de recursos limitados
o por la interferencia entre percepcion de sefiales. La hipotesis sometida a prueba en este
trabajo es que la induccion de hembras sexuales estd sujeta a compromisos con la
expresion de rasgos defensivos anti-depredatorios en B. calyciflorus, derivado de la
asignacion de recursos limitados. De modo que la respuesta a la induccion de hembras
sexuales, serd menor cuando la hembras inducidas a reproduccion sexual, sean hembras
defendidas morfoldgicamente y cuando los agentes inductores sean simultaneos. Se
espera encontrar una correlacion negativa entre induccién de hembras sexuales y
expresion de defensas en el mismo individuo. Por ello, se disefiaron dos experimentos
complementarios, destinados a evaluar la respuesta de la induccion de hembras sexuales
en hembras previamente defendidas, y el segundo con induccion de sefiales en forma

simultanea.
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Métodos

Los organismos utilizados en este capitulo fueron obtenidos en el embalse Rapel, VI
Region, Chile; los cultivos, mantencion y experimentos, fueron ejecutados en el
laboratorio de Biodiversidad en el Centro Nacional de Medio Ambiente (CENMA),
Fundacién Universidad de Chile. En este capitulo se utilizo la metodologia de induccién
de mixis con medio pre-condicionado con alta densidad de conespecificos (ver Anexo I,
Metodologia General).

Previo a los experimentos desciitos en este capitulo se realizaron algunos
experimentos con el fin de obtener informacién cuantitativa acerca de las
concentraciones de alimento de la microalga, densidades umbrales de conespecificos
como sefial para la induccién de hembras sexuales de B. calyciflorus y también para la
sefial de induccion de defensas morfoldgicas utilizadas en el disefio experimental de los

experimentos 1 y 2 (Ver anexo III),

Compromiso entre expresion de defensas y mixis: experimento 1

Se realizd este experimento con el fin de identificar un posible compromiso entre
induccién de hembras sexuales y la inducciéon de defensas morfolégicas.
Especificamente se investigo si la induccion de hembras sexuales es alterada debido ala
induccién de defensas antidepredatorias. Con este disefio esperamos detectar

compromisos con base energética, en el cual la asignacion a la mantencioén de espinas
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defensivas inhiba la asignacién a mixis. Se examino la proporcion de hembras sexuales
obtenidas desde madres con expresion de defensas y madres sin defensas. La induccion
de 1a defensa se realizé en las abuelas (Figura 1). Para ello, los recién nacidos de B.
calyciflorus obtenidos desde hembras amicticas fueron expuestos individualmente a
medio MBL pre-condicionado con kairomona de Asplanchna (K+) (0,2 ind mL™), luego
las hembras defendidas (espinadas) obtenidas fueron expuestas individualmente frente a
medio MBL pre-condicionado con alta densidad de conespecificos (C+). Todos los
tratamientos fueron alimentados con 1 x 10° células mL™ de Pseudokirchneriella
subcapitata. Fotoperiodo 1:0 (16:8), T° 24 °C (+ 0,2), pH = 7,5. Los 0rganismos
experimentales iniciales provienen de madres cultivadas individualmente en medio MBL
sin pre-condicionar (ausencia de las dos sefiales de induccion) por tres generaciones
sucesivas al menos con ¢l fin de evitar efectos maternos. En este experimento, se realizo
la induccién de defensas anti-depredatorias con kairomona de Asplanchna (K+, Figura
1) en una generacion, para los tratamientos con hembras defendidas, luego al obtener
hembras defendidas se realizé la induccién de mixis para estas hembras, con alta
densidad de conespecificos (C+, Figura 1). Para evaluar la existencia de diferencias
significativas en la proporcién de hembras micticas entre los tratamientos y luego, para
las diferencias entre nimero de hembras micticas y amicicas por tratamiento se realizé
una prueba a posteriori de Tukey (p<0,05). Para el analisis los datos y cumplir los

supuestos, fueron transformados con la funcién raiz cuadrada.
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Figura 1. Esquema del disefio experimental de compromiso entre expresion de defensas
y mixis, experimento 1. Fg, Fy, F2 y Fs, representan las generaciones de los individuos
experimentales. En F; se indujo la defensa antidepredatoria y F2 se indujo a mixis. K+:
Induccién de defensas con Kairomonas; C+: Induccion de mixis con conespecificos.
Bajo este disefio, se espera detectar compromisos con base energética. Las figuras
representan hembras defendidas morfoldgicamente , O representan hembras amicticas y
@ representan hembras micticas. El dibujo en el extremo derecho, representa el control
experimental sin ninguna de las dos sefiales de induccion.
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Compromiso entre expresion de defensas y mixis, sefiales simultaneas: experimento 2

En este experimento se pretende detectar compromisos a nivel de competencia cntre
percepcion de sefiales. Con este disefio se investigd si la propensioén a mixis es alterada
debido a la presencia de sefiales simultaneas de induccién, induccion de hembras
micticas en conjunto con sefial de induccion de defensas antidepredatorias. Esperamos
detectar disminucion en la respuesta a la induccién de hembras sexuales, cuando las
sefiales de induccion son simultaneas respecto de las sefiales por separado, debido a la
competencia de sefiales ya que el mismo individuo responde a las dos sefiales de
induccién. Sin embargo, no podemos descartar 1a base energética en el compromiso,
debido a que pueda existir una asignacion diferencial de recursos a una u otra estrategia,
en la cual, 1a asignacién a la mantencién de espinas defensivas inhiba la asignacion a
mixis. Para esto se midi6 la induccién de hembras sexuales en hembras de B.
calyciflorus expuestos a los dos tipos de sefiales quimicas de forma simultanea:
kairomonas del depredador (K+) y quimicos provenientes de conespecificos (C+)
(Figura 2).

En este experimento, los recién nacidos de B. calyciflorus obtenidos desde
hembras amicticas fueron expuestos individualmente a los siguientes tratamientos:
medio MBL pre-condicionado con kairomona de Asplanchna (K+)(0,2 ind mL-1), MBL
pre-condicionado con alta densidad de conespecificos (C+), MBL pre-condicionado con
ambas sefiales a la vez (K+C+) v el control con MBL sin pre-condicionar. La diferencia
con el experimento anterior es la induccion simultdnea de defensas anti-depredatorias

(K-, Figura 2) y mixis (C+, Figura 2). En este experimento la concentracion de cada
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sefial, tanto de conespecificos de B. calyciflorus como de kairomona de Asplanchna, fue
la misma que en el experimento anterior (ver Anexo II1). Todos los tratamientos fueron
alimentados con 1 x 10° células mL™* con Pseudokirchneriella subcapitata
contabilizados en camara Neubauer (Gonzalez, M et al, 1995), con fotoperiodo (16:8),
T° 24 °C (+ 0,2) y pH = 7,5. Para evaluar la existencia de diferencias significativas para
la proporcién de hembras micticas entre tratamientos y luego las diferencias entre
namero de hembras micticas y amicticas por tratamiento, se realizO una prueba a
posteriori de Tukey (p<0,05). Para el analisis y cumplir los supuestos, los datos fueron
iransformados con la funcion raiz cuadrada. Ademas se realizd un ANCOVA en este
experimento para evaluar si el nimero total de hembras afecta la respuesta a la

induccion de hembras sexuales.

F, (P
Conespeclficos Ct Kairomena K+ 4 K+

F1 Lty — ey D

FZ

Figura 2. Esquema del disefio experimental de compromiso entre expresion de defensas
y mixis, sefiales simultaneas, experimento 2. K-+ Induccion de defensas con
Kairomonas; C+:; Induccién de mixis con conespecificos. Bajo este disefio, se espera
detectar compromisos por competencia de sefiales. Para simbologfa ver Figura 1. El
dibujo del extremo derecho, representa el control experimental.
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Resultados

Los resultados en el experimento 1 (Figura 3), muestran que la proporcion de hembras
micticas fue significativamente més alto en el tratamiento K-C+ que en el tratamiento K-
C- y que en el resto de los tratamientos (prueba a posteriori de Tukey p<0,001). Ademas
cuando se analiza el niimero de hembras micticas para los mismos tratamientos, el
niimero de hembras micticas en el tratamiento K-C+, es significativamente distinto del
resto de los tratamientos (Figura 3B, prueba de Tukey, p<0,05). La Tabla I nos muestra
la comparacién entre pares para los tratamientos, el efecto de la induccién de hembras
sexuales por conespecificos (C) es significativo (inicamente cuando existe induccion de

defensas morfologicas por kairomonas (K).
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Figura 3. A) Proporcion de hembras micticas de B. calyciflorus para cuatro tratamientos
de induccién: (K+) kairomona de Asplanchna, (K-) ausencia de kairomona, (C+) alta
densidad de conespecificos y (C-) ausencia de conespecifico. Simbolo * muestra
diferencias significativas entre tratamientos (prueba a posteriori de Tukey p< <0,001) B)

Ntmero de hembras micticas y amicticas generadas en cada tratamiento. Los valores
representan la media y su IC 95%. Letras distintas sobre las barras indican diferencias

significativas (prueba de Tukey, p<0.05).
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Tabla I. Comparacion entre pares en ANOVA dos factores, para evaluar el COMPromiso
entre induccién de hembras sexuales y expresion de defensas: experimento 1. Ajuste por
Bonferroni. La diferencia de las medias es significativa al nivel p<0,05. Los factores
son; conespecificos (C) y kairomona (K).

Diferencia
entre medias Error
C K; K; {i-p tipico p
C- K- +K 0,103 0,066 0,131
C+ X +K 0,424% 0,066 0,000

En el experimento 2 se observa (Figura 4) que la respuesta de induccion de
hembras micticas en el tratamiento K-C+ es la mayor entre todos los tratamientos, por lo
tanto, la sefial quimica de los conespecificos sin la sefial de kairomona del depredador
Asplanchna estimula una mayor respuesta para induccion de hembras sexuales. Por otra
parte, el tratamiento de sefiales simultineas, K+C+ también tiene como resultado cierto
nivel de induccién de mixis. Sin embargo tanto la proporcién como la cantidad de
hembras sexuales en este tratamiento es menor que el tratamiento K-C+ con la induccidn
solo con conespecificos. Para los otros tratamientos sin sefial de conespecificos, no hubo
produccion de hembras sexuales. Podemos afirmar por estos resultados, que la induccion
por si sola de kairomonas del depredador Asplanchna no induce hembras sexuales.
Finalmente, se obtuvo que en el experimento 2 la diferencia entre la induccion de mixis
en los tratamientos K-C+ y K+C+ fue mas débil que en experimento 1 (Ver figura 3 y

4).
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Figura 4. A) Proporcién de hembras micticas de B. calyciflorus en los tratamientos de
induccién simultaneas. Referencias para cada tratamiento como en Fig. 3. Simbolo *
muestra diferencias significativas entre tratamientos (prueba a posteriori de Tukey

p<0,001) B) Niimero de hembras micticas y amicticas para cada tratamiento. Los valores
representan la media y su IC 95%. Letras distintas sobre las barras indican diferencias

significativas (prueba de Tukey, p<0,05)
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Se realizé un ANCOVA con el fin de conocer si el niimero de crias totales tiene

relacion con las variables experimentales. La tabla II muestra los resultados, y

observamos que la covariable est4 significativamente relacionada en forma lineal con el

ntmero de hembras micticas y que la interaccién entre induccion con conespecificos y

kairomonas es significativa, Por Gltimo la figura 6 nos muestra imagenes de la

morfologia de B.calyciflorus para cada sefial de induccion.

Tabla II. Resultados de ANCOVA de una via con la variable dependiente nimero de
hembras micticas y la covariable nimero de crfas totales (R cuadrado comegida =

0,977). La diferencia de las medias es significativa al nivel p<0,05. Los factores son:
conespecificos (C) y kairomona (K)

Suma de
cuadrados Media
Fuenie tipo III g cuadratica ¥

N. crias totales ,593 1 0,593 5,363 0,024
C 55,433 1 55,433 501,030 0,000
K 32,563 1 32,563 294,318 0,000
C*K

20,886 i 29,886 270,121 0,000
Error 5,864 53 0,111
Total 427,000 58
Total corregida 271,397 57




81

Figura 5. Imdgenes de hembras de B. calyciflorus A) micticas defendidas, B) micticas
no defendidas, C) amicticas defendidas y D) amicticas no defendidas.
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Discusion

Claramente la sefial de induccién de hembras sexuales es un quimico proveniente de
conespecificos y la alta densidad de B. calyciflorus es un factor clave en este tipo de
alternancia reproductiva.

Los resultados del experimento 1 sugieren que existe un compromiso entre la
induccién de reproduccién sexual y la induccién de rasgos morfoldgicos anti-
depredatorios. Este resultado permite predecir que la induccion de hembras sexuales sera
menor cuando Brachionus calyciflorus esta defendido contra su depredador. Esto tiene
como consecuencia directa una menor tasa de encuentros entre machos y hembras, por
lo tanto, se generarin posteriormenie una menor cantidad de hembras micticas
fertilizadas y luego menos huevos en diapausa. Esto es en consecuencia un efecto
negativo en la adecuacién bioldgica a largo plazo de B. calyciflorus. Presumiblemente,
la causa de este compromiso sea la asignacion limitada de recursos entre una y otra
respuesta fenotipica. En la fisiologia de las historias de vida una idea importante es la
asignacion diferencial de recursos internos limitados y su rol en el costo de la
reproduccion y compromisos entre rasgos (Calow & Towsend, 1981; Zera & Harshman,
2001; Ricklefs & Wikelski, 2002, Williams, 2005). El experimento 2 confirma la
existencia de compromisos entre la induccién de hembras sexuales y la defensa
antidepredatoria, aunque el tamafio del efecto, dado por la diferencia en produccion de
hembras micticas entre los tratamientos K+C+ y K-C+, fue relativamente débil. Esto

sugiere que la hipotesis de infodisrupcion o competencia entre percepcion de sefiales
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quimicas alternativas no parece ser la mejor explicacion para el compromiso
evidenciado.

La sefial quimica proveniente de alta densidad de conespecificos de B.
calyciflorus no ha sido caracterizada ain para esta especie y tampoco la kairomona de
Asplanchna (Wallace et al., 2006), aunque Snell et al. (2006) demuestran que en otra
especie de rotifero, B. plicatilis es una proteina MIP de tamafio entre 10kDa y 100 kDa
la que induce hembras sexuales. Esto ilustra los varios espacios por cubrir en
investigacién dentro de este tema.

En esta investigacion se demuestra que la induccion de mixis no es un rasgo
independiente de la presencia de defensas anti-depredatorias de B. calyciflorus y es la
primera vez que en rotiferos se relacionan experimentalmente la expresion de estrategias
reproductivas sexuales y estrategias defensivas. Por lo tanto, podemos afirmar que existe
una relacion negativa entre induccion de hembras sexuales y expresion de defensas anti-
depredatorias de B. calyciflorus y sugerir que este compromiso estid sujeto a la
asignacion limitada de recursos. Este hallazgo nos permite predecir que la
sincronizacién temporal de la presién de depredacion con la induccion a la reproduccién

sexual podria generar efectos negativos severos sobre las poblaciones planctonicas.
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En B. calyciflorus y muchos otros invertebrados acuaticos, la alternancia reproductiva y
las defensas morfologicas anti-depredatorias, son respuestas cruciales a sefiales
ambientales, insertas en un escenario ecologico complejo en los ambientes naturales. En
esta investigacién se demuestra experimentalmente, que el cambio a una estrategia
reproductiva sexual, no se expresa independientemente de otros rasgos y de otros
factores ecoldgicos, existiendo costos y también compromisos con otros componentes de
la adecuacion bioldgica. En particular, se detectaron costos asociados a la induccion de
mixis en ambientes con alta disponibilidad de alimento cuando los umbrales de densidad
poblacional son alcanzados. Esto nos lleva a concluir que la estrategia de alternar desde
reproduccion partenogenética a reproduccidn sexual, depende de la disponibilidad de
alimento en el ambiente y no solamente la produccion de huevos en diapausa depende de
este factor ecoldgico, tal como reporta Gilbert (2010). Los resultados sugieren que la
respuesta rapida a la mixis y una mayor magnitud en la respuesta en generaciones
tempranas desde que eclosiona el huevo en diapausa relacionada con los umbrales de
respuesta (Gilbert & Diéguez, 2010), permitiria que la reproduccion sexual finalice en la
produccién de huevos en diapausa antes que los depredadores en el ambiente los
consuman, Ademds, una vez alcanzados los umbrales que estimulan el cambio de
estrategia reproductiva, la induccion estara sujeta a las condiciones y fluctuaciones de
recursos disponibles en el ambiente. En este estudio se encontrd ademas, un efecto en la
respuesta recurso-dependiente a la induccién de mixis, respecto del niimero de
generaciones que pasan desde que eclosiona un huevo en diapausa, y se dio cuenta de la
alta variacidn interclonal en la respuesta. Esto aporta informacion acerca de las

condiciones ecoldgicas en las que se desarrollan los organismos de vida libre, y sugiere
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que las condiciones ambientales desde donde provienen los organismos en estudio,
estarian determinando tanto las dindmicas ecologicas en los organismos de vida libre
como los efectos a largo plazo en organismos con esirategias reproductivas
heterogonicas. Por otro lado se detectaron compromisos presumiblemente con base
energética, entre la induccion de hembras micticas y la expresion de defensas
morfolégicas anti-depredatorias en los organismos de estudio, y es la primera vez que
experimentalmente se reporta este compromiso de forma explicita para este rotifero. Las
consecuencias de este hallazgo nos permite proponer que la depredacion sobre
organismos en la columna de agua tendrd un efecto en la adecuaci6n bioldgica a largo
plazo en las poblaciones de Brachionus. En ambientes naturales, las poblaciones de
rotiferos pueden exhibir dispersion agregada en respuesta a factores ambientales tales
como la luz, alimento, depredadores, entre otros, escenarios en los cuales los umbrales
de la deteccién de sefiales quimicas o densidad pueden ser suficientes o excederlos para
iniciar este tipo de respuestas (Gilbert, 2004). Por dltimo, en este estudio se generd
informacién cuantitativa acerca de la dindmica individual y poblacional de transicion
entre estadios sexuales y asexuales, de transicion entre estadios defendidos y no-
defendidos, asi como vulnerabilidad al consumo de presas de distintos estados de
reproduccion y defensas. Esta informacion experimental podra servir para parametrizar
modelos matematicos que incorporen polimorfismo reproductivo y defensivo en la
dinamica de poblaciones de invertebrados acuaticos. Uno de los aportes de esia
investigacion radica en la informacién obtenida acerca de algunas relaciones funcionales

y ecoldgicas, respecto de la interaccion entre fases espaciales y temporales muy
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distintas, escenario ecolégico que condiciona y altera la induccién de reproduccion
sexual en B. calyciflorus.

Nuestros resultados sugieren que la expresion de estos rasgos en un contexto
ecoldgico variable tiene consecuencias desde la expresion individual en los organismos
de vida libre hasta influir directa e indirectamente en niveles de adecuacion biologica a
largo plazo. Es decir, que las dinamicas tanto en Ia fase activa de las poblaciones como
en la fase de dormancia, no se pueden separar (Gyllstrém & Hansson, 2004) y tampoco
ser analizadas de forma aislada de otros factores ecologicos relevantes. Las respuestas
fenotipicas evaluadas se encuentran en la interfase entre escalas temporales y espaciales
distintas pero fuertemente dependientes una de la otra. Tales respuestas y evidencia de
ellas nos permite considerar el traspaso de sus efectos entre estas distintas escalas de
organizacion (Wootton, 1994; Morin, 1999; Hoverman & Relyea, 2008).

El éxito en la reproduccion partenogenética se traduce en la produccion de un
oran mimero de individuos libres en corto tiempo, lo cual favorece la produccion de
huevos sexuales en masa, lo que permite la persistencia temporal y dispersion espacial.
La limitacién de recursos y presion de depredacion son probablemente las fuerzas
determinantes en el éxito del crecimiento partenogenético en rotiferos. Por otro lado, el
éxito en la reproduccidn sexual estaria alterado por la diversidad clonal, la edad clonal,
recursos disponibles, compromiso con Otros rasgos fenotipicos y por supuesto, el
namero de individuos de vida libre. Estos procesos, que involucran transiciones entre
estados libres y latentes, definen de manera irreductible el éxito reproductivo y la
persistencia de las poblaciones de invertebrados acuaticos y por tanto, son fuentes

principales de estructuracién comunitaria en estos ambientes. Este trabajo aporta al
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entendimiento de estos procesos y a la comprension del rol de los estados latentes para la

determinacion y prediccion de los patrones de distribucion y abundancia de poblaciones

acuaticas.
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ANEXO L. METODOLOGIA GENERAL

Con el proposito de facilitar la lectura, en este apartado se reune el detalle de las
metodologias comunes utilizadas en los capitulos que componen esta investigacién. En
cada uno de los capitulos, se indica la metodologia utilizada y en forma mas detallada el

disefio experimental para cada uno de ellos.

Colecta de organisnos

Embalse Rapel, VI Region, Chile

Brachionus calyciflorus fue colectado en el embalse Rapel (34° 8’ 0" S, 71° 30" 0" O),
embalse ubicado en la VI Region del Libertador General Bernardo O'Higgins, Chile.
Rapel es un embalse artificial monomictico templado, con 288,6 km de perimetro, un
ancho medio de 3,4 Km., situado a 200 m snm., con aguas bien oxigenadas y
abundante cantidad de nutrientes en todo el perfil vertical de la columna de agua (Ruiz
& Bahamonde, 2003). Para la recolecciéon de los organismos se utilizo la técnica de
arrastre con una red y colector de zooplancton (HYDROBIOS, Alemania) con tamafio
de poro de 125 um. Los organismos vivos fueron transportados, identificados y
separados bajo un microscopio estereoscopico o lupa (LEICA S8APO, Alemania) en el
laboratorio de Biodiversidad en el Centro Nacional de Medio Ambiente (CENMA),

Fundacion Universidad de Chile.
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Tancat de la Pipa, Valencia, Espafia.

Brachionus calyciflorus fue colectado en el “Tancat de la Pipa 7 (39° 19' 19.4" N, 0° 23’
16.46" 0), un sistema acuatico ubicado en la zona norte del parque natural de La
Albufera, Valencia, Espafia, el cual posee una extension aproximada de 40 hectareas. El
Tancat de 1a Pipa, es el resultado de un proyecto iniciado en el afio 2007 de restauracion
de habitats de agua dulce tipicos del parque natural de La Albufera (Angarita, 2010).
Desde este lugar se obtuvo B. calyciflorus, utilizando la misma técnica de arrasire
descrita anteriormente. La muestra filirada y los organismos vivos fueron transportados,
identificados y separados bajo un microscopio estereoscopico en el Laboratorio de
Ecologia Evolutiva, Instituto Cavanilles, Universidad de Valencia, Espafia. Los clones
obtenidos desde este lugar fueron utilizados exclusivamente para el capitulo I en esta

investigacion.

Cultivos de B. calyciflorus y Asplanchna

Una vez separados los organismos en el laboratorio, se mantuvieron poblaciones de B.
calyciflorus y Asplanchna en cultivos semi-continuos con medio MBL modificado (ver
detalles en Anexo I) (Stemberger, 1981; Gilbert, 2002; 2003; 2004), de aqui en adelante
medio MBL. Los cultivos se realizaron en vasos de precipitado de vidrio de 50, 100, 500
y 1000 mL en una habitacion termo-regulada con condiciones controladas de 20° C, 24°
C y con fotoperiodo de 16:8 (L:0). B. calyciflorus fue alimentado con la microalga
Selenastrum capricornutum, microalga que actualmente cambid al nombre cientifico

Pseudokirchneriella subcapitata, de aqui en adelante se utilizara este Gitimo nombre, y
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en los experimentos realizados en Valencia se utilizd6 1a microalga Monoraphidium
contortum (Capitulo I). En el caso de los experimentos con Asplanchna esta fue
mantenida en las mismas condiciones controladas de temperatura y luz y alimentada con
B. calyciflorus, Paramecium caudatus mas microalga. Las microalgas fueron cultivadas
con medio MBL a 20° C con luz artificial y aireados con una bomba de aire para
acuarios con filtro de 0.2 pm (MINISART SARTORIUS). El inoculo inicial de la
microalga para cada uno de los cultivos a lo largo de los experimentos, fueron realizados
bajo campana de flujo laminar con el material y medio MBL previamente autoclavados
(121°C, por 20 minutos). Luego para cada cultivo de la microalga en matraces de 1L y
91.. en crecimiento exponencial, fue centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos y
resuspendida en medio MBL en las diluciones correspondientes a los tratamientos para
cada experimento descrito mas abajo. Las conceniraciones de alimento fueron obtenidas
desde un pelet concentrado contabilizado bajo microscopio, en una camara Neubauer

(Gonzilez et al., 1995) y posteriormente se realizaron las diluciones.

Medio MBL modificado

Para cada reactivo del medio de cultivo, se prepararon soluciones stock de 1000 mL con
agua desionizada (todo en g/L, excepto para vitaminas las cuales son en mg/L)
(Stemberger, 1981; Gilbert, 2002; 2003; 2004) (Ver anexo I). Este medio MBL es

utilizado tanto para cultivos de B. calyciflorus, Asplanchna como para las microalgas.
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Una vez preparados los stocks minerales y stocks de vitaminas, éstos fueron
conservados en boteilas de borosilicato, refrigerados a 5° C. Para preparar el medio final,
se diluyen los stocks 1000:1 en agua destilada. Las vitaminas, obtenidas en un
laboratorio Farmacéutico, fueron preparadas en su dilucion final v este stocks de

vitaminas se adicion6 al medio de cultivo final.

Obtencion de huevos en diapausa y diferentes clones de B. calyciflorus

Brachionus calyciflorus una vez que fue separado directamente de la muestra de campo
se identifico y separé en cultivos semi-continuos alimentados ad-libitum con la
microalga. Se prepararon varios cultivos en altas densidades poblacionales en un
volumen de 200 mL de medio MBL, con el fin de obtener la mayor cantidad de huevos
en diapausa. Estos cultivos fueron observados cada 24 horas, renovando el medio MBL
y la microalga diariamente. Luego, al obtener los huevos en diapausa, éstos fueron
separados, cuantificados cuidadosamente y almacenados en tubos eppendorf de 1,5 mL
con una cantidad minima de medio, refrigerados a 5°C en oscuridad por un periodo de
tres o mas semanas en diapausa. Posterior a este periodo en diapausa, los huevos se
separaron en multiplacas de 96 pocillos, cada uno por separado, con medio MBL sin
alimento, a 24°C luz continua, observando cada 12 horas hasta su eclosion y obtencion
de una hembra (Stem Female) por huevo, es decir, una linea clonal por huevo.
Posteriormente cada individuo de cada clon fue separado para asignarlo a su tratamiento

correspondiente.
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Induccion de mixis de B. calyciflorus

Qe utilizaron dos técnicas para la induccién de mixis en laboratorio, una fue
manipulando el volumen de cultivo en cada tratamiento y otra obteniendo medio pre-
condicionado con alta densidad de conespecificos, sin modificar el volumen de cultivo.

Luego, en cada capitulo se indicara que metodologia se utilizo.

Induccion por volumen

Para manipular el nivel de induccién de reproduccion sexual o mixis, los neonatos de
hembras amicticas de B. calyciflorus fueron cultivados individualmente en volimenes
muy bajos (0.2 mL) para tratamientos con intensidad fuerte de la sefial y en voliimenes
mas altos (2.5 mL y 15mL) para obtener una intensidad débil de la sefial para induccién
de mixis. Los cultivos se realizaron en multiplacas de 96 y 24 pocillos y placas petri de
20 mL con medio MBL y microalga, en camara de cultivos a 24°C y fotoperiodo 16:8
(L:0). Una de las razones para utilizar esta metodologia de induccién es prevenir la
confusion de efecto densidad y efecto de grupo (Gilbert, 2004). Los cultivos se renuevan
cada 24 h, tanto el medio MBL como la microalga y la observacion de los 0rganismos

experimentales se realizé cada 12 h.

Induccion con medio pre-condicionado de conespecificos
Para obtener medio pre-condicionado con alta densidad de conespecificos, se cultiva B.
calycifiorus en vasos de precipitado de 1000 mL con 500 mL de medio, logrando una

concentracion de 60 individuos mL™! Estos cultivos se renuevan cada 24 h. Una vez
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filtrado, el pH del medio MBL fue controlado en pH = 7.5. El medio pre-condicionado
es preparado en vasos de 1000 mL con 500 mL de MBL modificado + alga, en el cual se
puso B. calyciflorus en cada vaso para lograr una concentracién de 60 individuos mL™.
Luego este se filtra en primer lugar con un filtro con tamafio de poro de 60 pm
rescatando el medio pre-condicionado y por otra parte Brachionus. Luego, el medio pre-
condicionado rescatado por 24 h fue filtrado con un filtro 0.45 pum, luego por un filtro
0.2 um, este liimo es el filtrado final que se utilizé para cultivar los organismos
experimentales para cada tratamiento. Los organismos rescatados se contabilizan en una
placa Petri bajo el microscopio estereoscopico (cada vaso con 500 mL de MBL nuevo +
alga), y se cultivan en medio MBL nuevo, ajustando la densidad correspondiente y

volver a pre-condicionar por 24 h.

Induccion de defensas Antidepredatorias de B. calyciflorus

Para los tratamientos en los cuales se necesité la induccion de defensas anti-
depredatorias, la expresion de espinas posterolaterales largas de B.calyciflorus, se indujo
con medio pre-condicionado con el depredador Asplancha. El medio pre-condicionado
con kairomonas de Asplanchna fue preparado y filtrado de la misma forma descrita para
conespecificos pero cultivadas en vasos de 500 mL con 300 ml. de MBL mas microalga,
en el cual se pusieron 60 individuos de Asplanchna en cada vaso para lograr una
concentracioén de 0.2 individuos mL™". Una vez filtrado el medio, fue controlado el pH =

75. Este medio pre-condicionado es utilizado para obtener hijas defendidas
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morfologicamente. Los cultivos contienen presas suficientes, B. calyciflorus 'y
Paramecium caudatus, en una densidad baja para evitar la induccion de mixis, en los
iratamientos. P. caudatus fue necesario para la mantencidn optima del depredador en
laboratorio, estos fueron obtenidos desde el Laboratorio de Biologia de la Universidad

Metropolitana de Ciencias de la Educacion.
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ANEXO II. MEDIO MBL MODIFICADO

Para soluciones stocks de 1000 mL para cada reactivo y 100 mL para Vitaminas, con
agua doble destilada o desionizada. Los stocks minerales deben ser conservados a una

temperatura de 5°C (Stemberger 1981, Gilbert 2002, 2003, 2004).

Muacronutrientes

1) CaCl, x2H,0 36,76 g/L
2) MgSO, x TH,O 36,97 g/
3} NaHCO, 25,2 (x2) g/L
4) K, HPO, 4,35 g/l
5} NaNO, 42,5 o/l
6) NaSiO, x9H,0 28,42 g/L
Micronuirientes

1) Na,EDTA 4,36 g/L
2) FeCl, x6H,0 3,15 g/l
3) CuSO, x5H,0 0.01 g/L
4) 7nS0, xTH,0 0,022 g/L
5) CoCl, x611,0 0,01 g/L
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6) MnCl, x 4H,0 0,18 /L

7) NaMoO, x2H,0 0,006 g/L

8) H,BO, 0,13 g/l

Vitaminas

Thiamine (B1) 10 1 mL/100 mL sln
Biotin 0,05 0,5 mL/100 mL sln

Cianocobalamina (B12) 0,05 0,5 mL/100 mL sin
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ANEXO III. EXPERIMENTOS PREVIOS

L1 Crecimiento de B. calyciflorus a distintas concentraciones de recurso

Objetivo: conocer la concentracién de la microalga Pseudokirchneriella subcapitata que
permitiera un crecimiento individual y poblacional adecuado tanto para asignacion a
reproduccién como a defensas antidepredatorias frente a tratamientos de induccion de
defensas anti-depredatorias y reproduccion sexual de B. calyciflorus. En este
experimento, se obtiene que una conceniracion de 1,0 x 10° células x mL" es una
concentracién adecuada para el crecimiento, reproduccion y expresion de defensas de B.

¥

calyciflorus.
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Figura Al. Curvas de crecimiento poblacional
concentraciones de la microalga Pseudokirchnerie
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[11.2 Densidades umbrales de conespecificos para la induccion de hembras micticas de

B. calyciflorus

Objetivo: Conocer la densidad de conespecificos necesaria para la mayor induccién de
hembras micticas con la metodologia de induccién de mixis con medio pre-

condicionado.
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Figura A2. Proporcién de hembras micticas de B. calyciflorus en funcién de la
concentracién de sefiales de conespecificos. Los organismos fueron alimentados con la
microalga Pseudokirchneriella subcapitata a 1,0 x 10° células x mL™. Los valores
representan la media y su IC 95%. Letras distintas sobre las barras indican diferencias
significativas (Prueba de Tukey p<0,05). Para el andlisis los datos fueron transformados
con la funcién Arcoseno.
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1113 Expresion individual de la defensa anti-depredatoria

Objetivo: evaluar la sefial de kairomona y expresion de defensas anti-depredatorias de
B. calyciflorus. La figura 5 muestra el indice tamafio de espina/ tamafio del cuerpo (mm)
de B. calyciflorus cuando es expuesto a medio con kairomona de su depredador

Asplanchna a una concentracién de 0,2 ind mL' y expuesto a medio sin kairomona.
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Figura A3. Expresion de la defensa anti-depredatoria de B. calyciflorus a nivel
individual cuando estd expuesto a medio pre-condicionado con kairomona de
Asplanchna sieboldi (K+) y medio no pre-condicinado (K-). Los valores representan la
media vy el error IC 95%. El simbolo * sobre las barras indica diferencias significativas

(ANOVA una via p<0,001)




