UOR ~+C

DO (J _Ehe
P(a(au
.\~ MODIFICACION DE INTERACCIONES MEDIADA
POR DEFENSAS INDUCIBLES: UNA
APROXIMACION EXPERIMENTAL EN
ZOOPLANCTON
Tesis

Entregada a La
Universidad De Chile
En Cumplimiento Parcial De Los Requisitos
Para Optar Al Grado De

Doctor en Ciencias con Mencién en Ecologia Y
Biologia Evolutiva

Facultad De Ciencias

Por

Adriana Paz Aranguiz Acuna

Junio, 2009

Dr. Ramiro Bustamante Araya

Directores de Tesis
Dr. Rodrigo Ramos Jiliberto




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la kscuela de Postgrado de la Facultad de
Ciencias que la Tesis de Doctorado presentada por el
candidato

ADRIANA PAZ ARANGUIZ ACUNA

Ha sido aprobada por la comisidén de Evaluacidn de la tesis
como requisito para optar al grado de Doctor en Ciencias
con mencidén en Fcologia y Biologia Evolutiva, en el examen
de Defensa de Tesis rendido el dia 25 de mayo de afio 2009.

Directores de Tesis:

Dr. Ramiro Bustamante Araya

Dr. Rodrigo Ramos Jiliberto

Comisidén de Evaluacidén de la Tesis

Dr. Mauricio Canals

Dr. Sergio Navarrete

Dr. David Véliz



A mi hijo, Salvador.




BIOGRAFIA

Adriana Paz Ardnguiz Acuiia es Bi6logo Marino de la Universidad de Valparaiso, de
donde egres6 el afio 2001, obteniendo el titulo el afio 2002, con la tesis titulada
“Modelacién de la dindmica poblacional del recurso congrio dorado Genypetrus
blacodes Schneider (1801)”. El afio 2004 ingres6 al Programa de Doctorado en Ciencias
mencién Ecologia y Biologia Evolutiva de la Universidad de Chile, con el apoyo de la
Beca CONICYT para estudios de postgrado. Durante el doctorado, realiz6 dos pasantias
de investigacién en el laboratorio de Dr. Sarma y Dr. Nandini en la Universidad
Nacional Auténoma de México, financiadas por MECESUP y por la Vicerrectoria de
Asuntos Académicos de la Universidad de Chile. El interés que ha dirigido sus labores
académicas ha sido el andlisis demografico de poblaciones, y en la actualidad se suma el
estudio experimental de ciclos de vida y ecotoxicologia en zooplancteres, en particular
rotiferos monogonontos. Actualmente se desempefia en el Laboratorio de Bioensayos del
Centro Nacional del Medio Ambiente (CENMA, U. de Chile) y ejerce docencia en la
Carrera de Biologia Marina de la Universidad Andrés Bello.




AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mis tutores, Dr. Rodrigo Ramos Jiliberto y Dr. Ramiro Bustamante Araya,
de quienes valoro profundamente sus sugerencias y direccion; el tiempo, esfuerzo y
comprensién dedicado en todo este largo proceso, y la experiencia y conocimiento
volcado en este trabajo. A los miembros de mi Comisién, Dr. Mauricio Canals, Dr.
Sergio Navarrete y Dr. David Véliz, quienes generosamente colaboraron con
importantes sugerencias y oportunos comentarios que contribuyeron a incrementar la
calidad de los manuscritos.

Al Director del Centro Nacional del Medio Ambiente (CENMA, U. de Chile),
Dr. Italo Serey, y particularmente a la Jefe del Laboratorio de Bioensayos de dicho
Centro, Sra. Maria Isabel Olmedo y al personal del laboratorio a su cargo, donde realicé
gran parte de mi trabajo experimental.

Mi gratitud enorme al Dr. SSS Sarma y a la Dra. Nandini Sarma, de la
Universidad Nacional Auténoma de México, quienes hicieron posible que aprendiera el
correcto manejo de rotiferos, y generosamente me recibieron junto a mi hijo en diversas
oportunidades en su laboratorio. Sin su muy generosa ayuda, paciencia, soporte y carifio
fraternalisimo, sin duda alguna esta tesis no habria alcanzado la culminaci6n esperada.
Asimismo, agradezco también a todo el laboratorio de Ecologia Acuitica de la FES
Iztacala, mis amigos recordados y queridos Diego Chaparro, Gerzon Garcia, Cecilia
Enriquez y Rocio Fernandez, cuyo carifio y ayuda en el laboratorio me sostuvieron en
mis travesias al hermoso pais del norte.

Al Dr. Manuel Serra del Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia
Evolutiva de la Universidad de Valencia, Espafia, por toda su inestimable y atenta
ayuda.

A mis queridos compafieros de “Rotifera-Chile”, José Luis Carvajal, Ana Karina
Carriel y Verénica Toledo, por su tremendo apoyo, compaiifa y amistad, tanto en las
productivas sesiones de seminario que tuvimos durante estos afios, como en las salidas a
los lagos y tranques de la zona central, sesiones de fotos, conteos de experimentos, y
otras mds lidicas.

A quienes generosamente me brindaron su tiempo y ayuda en alguna etapa de los
analisis realizados: Sergio Alvarado, Mauricio Carter y Leslie Garay.

A mis muy queridos compafieros y amigos del laboratorio de Ecologia, de cuerpo
presente y los que permanecen en el recuerdo, quienes fueron receptores de todas mis

v




penas, alegrias e inquietudes durante estos afios: Alicia Arredondo, Pablo Becerra,
Paulina Gonzalez, Silvina Ippi, Wara Marcelo, Ronny Zifiiga y Yuri Ziniga.

Finalmente, a mis familiares y amigos, quienes me ayudaron en lo principal, con
su carifio, amistad, preocupacién y cuidando a mi hijo Salvador para que yo pudiera
trabajar con mayor tranquilidad: mi pap4, mi prima Sara, mis amigos Alicia Arredondo,
Anita Carriel, Alejandra Paredes, Boris Canales, Claudia Quir6z, Paz Ovalle, Sandra
Nifiez y hermano, Carolina Miranda y familia, Ximena Molina y familia, Fabiola &
Mario, Malu & Julio, Panchita & Chifla, Astrid & Pato, J aviera & José, Wara & Ivén,
Carolina & José Luis. Para todos ellos mi gratitud mds sincera y comprometida, sin su
feliz presencia en nuestras vidas, el costo personal e involuntario para Salvador no
habria sido compensado con el beneficio de este logro.

Esta tesis fue realizada con el apoyo del Instituto de Ecologia y Biodiversidad
(ICM-P05-002), y mi sostenimiento fue parcialmente cubierto por las becas CONICYT
para estudios de postgrado y término de tesis. Agradezco también el financiamiento
recibido de MECESUP y de la Vicerrectorfa de Asuntos Académicos de la Universidad
de Chile través de las becas para Pasantias Cortas de Investigacion.




INDICE DE MATERIAS

| DI Te 1 1e) s 1 VOU TP PO PRSP D il
2307 1 Y L RRCERLLE iii
AQradeCIMIENTOS. . ... .eveunertaieeetii ettt iv
TNAICE A€ MALETIAS. .. oo e eeeeeeeneeeeenenee et et e ea e e et ea s s e as e et en e eanaeas vi
LiSta 08 TADIAS. . .ccvuveseereesrosronaneaneansossasonsansssassonanasasssssssnsssasnsmssansesnnessers viii
Lista de FIGUIAS. .. evvuenneeniiniiineie et et ix

INTRODUCCION GENERAL. ...cooettneinitiiineitieiieaiineineeaeaeaenneanesaeaneenes 1

LAteratura CILAGA. ... vt enniineireeneeneeeeeeaneenetaeeaiea e anseseaseaneaaseaeaaeaaneaneansons 9

Capitulo I BENEFICIOS, COSTOS Y REACTIVIDAD DE DEFENSAS
INDUCIBLES: UNA PRUEBA EXPERIMENTAL CON ROTIFEROS

BRACHIONIDOS........ouvviieeineeeaieeeeeeiieeeeeiieeesiniee e e e e e e ase e sisaeesnsnee s 20
LTS 11 11=) 1 D g PP 21
T OAUCCION o vcnmssss s o ns o s o swmmmnmmmmmmmess 355555558 § 55 58 50RIEHTRSTRFEAVFTEIFS S 25 53 8 Suweimareis 23
Materiales y MELOAOS. ... c.ssevassisnsoss ssss tusnsnssanssnsonsonsnss 53583 sassavvssavesevenyensers 28
S 11 (726 [0 1 TS 33
EHSOUSEGNL. + « o cxrvnnmrmmesumsmensonsms o o s anomanns FEEEFEHRITRPES §35 55 504 EHEIASATENRSSPREIDE 3 3§ 5 50 40
LRteratura CIAGA. ..o s o5 s 15 samisimmsrmeesanrusss 555 15 FESSTEEERBHEEEEMESEIFEY S 1 § €8 8 SETRREERSEES 45
Capitulo Il. COMPROMISOS ENTRE EXPRESION DE DEFENSAS INDUCIBLES Y
APTITUD COMPETITIVA EN ROTIFEROS.........ccoiiiiiiiiiiiiiiieeens 52
RESUIMIETIL s vevmn e s e o o v vommimmmmmmsimini o ssod 555 55 § 56 AGEEEAR TS FHEAEH S5 5555 6 55 SRAREER SRR 53
TREOATOCI N 055085 55 £ 15 55 5 5 da HUEREANBEERESHSEISY 65 5 ¢ FEOTPELSTHETHOSHTETOSS § 83 § ¥ STHERHAS S0 55
Materiales Y MELOAOS. ... ..vnueeneiiiieii i 59
RESUIAAOS. v v« s e o o smmemssinsssmmmmmsniaiasass o6 « s 5 SRsHORTEIRTETS P THTITT § 15§ VaFRRER TR 64
| T e 1 T ) F PPN 42
LAEratura GIAdA. ... . ... . o isans cnmoniod 50 55 8k 6 SRR AR5 6 4 8 8 65 R oo RS 76

vi




CAPITULO III. DEFENSAS INDUCIBLES COMO PROMOTORAS DE

COEXISTENCIA ENTRE COMPETIDORES ZOOPLANCTONICOS.................. 83
RESHIEIL. . ... oo 55 § 4554 5ABRAR AR RARNESY ¥ § TSRS R s o @ 8 Sxsmain SR 84
INLTOAUCCION: .. cvvuvirsmmsnsssanvsnsssssss varasssrarsnssnsnsnvansenisssssssbassssssssanssnsnsssssss 85
Materiales ¥ MEtOOS. ......c.ouuiuniuiiniierriiriarieiriiieriee sttt 89
RESUMBAODS......c. cocecirmmnssiniinissiis s 5 & 5 4560 REEHTRESESERPESSERS T & 5 3 EF BT BN PR e waw TS b 00 00t 0m 92
DISCUSION. ¢ s cvssssswssss 16 sasssonmmsesmsamasssrensnssssossonsonsnnonnnsannesas’sssssssssidosansonss 97
Literatrs CIada. .. cxonesnmmmmmenmean e o o o s oomasihrsstanannanassssns 1§ 5 5 HESESRHIFEFBEIIRESS 100
DISCUSION GENBRAL.......counso ssssisasossssssmosinsssnn ss5 s 55 s samussssmsssomss o 106

| 105 22100 - 0 L 72 1s /- W PSP 112
APENDICE.. . 111 s4 covemsrusnnnsamssossrrpmees s cnssyosossnsummsmmmonsnnnes s 555 350060054 SEOHEE 115

vii




LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Pardmetros estimados (+ SE) de las respuestas funcionales de A. brightwelli
para las dos especies presa en condiciones con y sin defensa. Las curvas tipo II, de la

forma y = ax/(1+ aHx), fueron ajustadas mediante minimos cuadrados (p<0.001).




LISTA DE FIGURAS

CAPITULOI

Figura 1. Estimador del costo de la defensa para las dos especies de este estudio,
calculado como el complemento del cuociente enire las tasas de intrinsecas de
crecimiento poblacional con induccién (> 0.025 AsplanchnamL™) y sin inducién
(control y 0.005 Asplanchna-mL'I). Barras de error corresponden a IC 95%. Los valores
son significativamente diferentes (t-test, p <0.001).

Figura 2. Beneficio bruto de la defensa de las especies presa en respuesta a A.
brightwelli, evaluado como el cociente entre los pardmetros de la respuesta funcional
tipo II (a: tasa de ataque, H: tiempo de manipulacién) con (0.1 Asplanchna-mL™) y sin

defensa. Asteriscos sefialan cocientes significativos (3000 permutaciones).

Figura 3. Reactividad de la defensa inducible de las especies presa en respuesta a
kairomona de A. brightwelli. Panel izquierdo: tiempo de exposicién requerido para
inducir incremento de los atributos morfolégicos analizados en el 50% de la poblacién
de presas (A: espina anterior, B: espina posterior y C: ancho corporal). Panel derecho:
concentracién de kairomona requerida para inducir incremento de los atributos
morfol6gicos analizados en el 50% de la poblacién de presas (D: espina anterior, E:
espina posterior y F: ancho corporal). Barras de ermor corresponden a IC 95% y

asteriscos muestran diferencias significativas entre especies.

CAPITULO I

Figura 1. Relaci6én entre densidad de recurso (C. vulgaris) y las tasas intrinsecas de

crecimiento de Brachionus calyciflorus: no defendido en linea continua y circulo lleno, y




defendido en linea segmentada y circulo vacfo. Se indican pardmetros de 7., y R* para

ambas curvas

Figura 2. Relacion entre densidad de recurso (C. vulgaris) y las tasas intrinsecas de
crecimiento de Brachionus havanaensis: no defendido en linea continua y circulo lleno,
y defendido en linea segmentada y circulo vacio. Se indican parimetros de 7., y R*

para ambas curvas.

Figura 3. Umbrales de recurso para crecimiento cero (A) y tasa méxima de crecimiento
(B) de B. calyciflorus y B. havanaensis creciendo aisladamente en medio fresco (sin
induccién de defensa) y medio precondicionado con infoquimico del depredador A.
brightwelli (inductor de defensa). Las barras de error corresponden a IC 95%. Los

asteriscos muestran diferencias significativas entre especies (ANOVA, P<0.05).

Figura 4. Densidad poblacional media en experimentos de competencia entre B.
calyciflorus y B. havanaensis en: (A) medio fresco, y (B) medio precondicionado con
infoquimico de depredador. Barras de error corresponden a IC 95%. Asteriscos muestran

diferencias significativas entre especies (prueba de Tukey, P < 0.05).

Figura 5. Coeficientes de variacién de las densidades poblacionales medias en
experimentos de competencia entre B. calyciflorus y B. havanaensis en: (A) medio
fresco, y (B) medio precondicionado con infoquimico de depredador. Barras de error
corresponden a IC 95%. Asteriscos muestran diferencias significativas entre especies
(Tukey, P < 0.005).




CAPITULO HI

Figura 1. Densidades poblacionales y coeficiente de variacién de densidades
poblacionales de B. calyciflorus y B. havanaensis compitiendo por un recurso tnico,
sometidos a depredacién de A. brightwelli. A y C: s6lo con efectos letales; B y D:con
efectos letales y no-letales. Barras de error corresponden a IC 95%, y asteriscos

muestran diferencias significativas entre especies (Tukey, P<0.005).

Figura 2. Indice de Diversidad de Shannon en experimentos conducidos en distintas
densidades de recurso con A: sélo efectos letales de depredacion y B: con efectos letales

y no-letales. Barras de error corresponden a IC 95%.

Figura 3. Probabilidad de persistencia de B. calyciflorus y B. havanaensis en distintas
densidades de recurso con A: sélo efectos letales de depredacién y B: con efectos letales

y no-letales. Barras de error corresponden a IC 95%.

APENDICE

Figura 1. Cambios morfolégicos inducidos por infoquimicos del depredador Asplanchna
brightwelli en rotiferos herbivoros. A-C, Brachionus calyciflorus y D-F, B. havanaensis.
Ay D previo a la exposici6n al infoquimico, B y E tras 2 dias de exposici6n a la sefial, y

C y F, tras 4 dias de exposici6n a la sefial.

Figura 2. Trayectorias de densidad poblacional de A) Brachionus calyciflorus y B)
Brachionus havanaensis en el tiempo, expuestos a infoquimico (kairomona) de
depredador, en niveles: control, 0.005, 0.1 y 0.5 Asplanchna-mL™’. Barras de error
corresponden a IC 95%




/

Figura 3. Tasa intrinseca de crecimiento de poblaciones experimentales de A)
Brachionus calyciflorus, y B) Brachionus havanaensis expuestos seis concentraciones
de kairomona de depredador, obtenidas de agua precondicionada con seis densidades
distintas del depredador Asplanchna, mas un control. Diferencias son sefialadas con

letras diferentes.

Figura 4. Consumo de Asplanchna brightwelli sobre un gradiente de presas B.
calyciflorus en su condicién no defendida (A) y defendida (B), y B. havanaensis no
defendida (C) y defendida (D).

Figura 5. Trayectorias de densidad poblacional de A) Brachionus calyciflorus y B)
Brachionus havanaensis en el tiempo, creciendo aisladamente en distintos niveles de

recurso: 0.25,0.5,1y 2:10° cel-mL. Barras de error corresponden a IC 95%.

Figura 6. Trayectorias de densidad poblacional de A) Brachionus calyciflorus en
condicién no defendido, B) Brachionus calyciflorus en condicién defendido, C)
Brachionus havanaensis en condicién no defendido, y D) Brachionus havanaensis en
condicién defendido en el tiempo, creciendo aisladamente en distintos niveles de

recurso: 0.5, 1,2y 4-105 cel-mL™. Barras de error corresponden a IC 95%.

xii



INTRODUCCION GENERAL




La mayoria de las especies viven inmersas en complejas redes de interacciones, tanto
directas como indirectas. En una interaccion directa, la especie iniciadora tiene un efecto
directo sobre la especie receptora si un cambio en una propiedad de la especie iniciadora
produce un cambio en una propiedad de la especie receptora. La alteracién en terceras
especies no es requerida para transmitir tal efecto. En cambio, se producen efectos
indirectos si la transmisién del efecto entre iniciador y receptor requiere un cambio en

propiedades de otra especie (transmisora) (Abrams 1995, 2007, Abrams et al. 1996).

Dependiendo de la fuerza de los efectos indirectos, estos podrian favorecer o
neutralizar los efectos directos, lo que arroja un resultado neto que puede no ser predicho
basado en el conocimiento de las interacciones directas (Yodzis 1988). De esta manera,
las interacciones indirectas a menudo son cuantitativamente tan importantes como las
relaciones directas (Menge 1997).

Existe un creciente interés en el estudio de la influencia de los efectos indirectos
sobre interacciones entre especies y sobre la dindmica de la comunidad (Sih et al 1985,
Kerfoot & Sih 1987, Huang & Sih 1990, Peacor & Werner 2001, Mouritsen & Poulin
2005, Griffin & Thaler 2006, van der Stap et al. 2007, Ramos-Jiliberto et al. 2008). La
interaccion depredador-presa es sefialada como determinante en la estructuracién de los
sistemas naturales (Murdoch & Bence 1987, Abrams 1992, véase Abrams 2000 y
referencias). Por ejemplo, la depredacién es uno de los factores que mayor impacto
genera sobre Ilas interacciones competitivas, existiendo variados resultados:

experimentos disefiados para evaluar el efecto de depredadores sobre presas compitiendo




han mostrado diversos resultados posibles, con un aumento o una disminucién de la
fuerza de la interaccién competitiva (ver Chase et al. 2002).

Se ha reconocido que los efectos de un depredador pueden extenderse mds alld de
las especies que consumen. El consumo de una presa puede afectar indirectamente a
otros depredadores alternativos (generando competicién explotativa), asi como a los
recursos de la presa (lo que genera, por ejemplo, cascadas tréficas). Los depredadores,
sin embargo, también interactian con sus presas induciendo cambios en su fenotipo.
Distintas especies de presa a menudo responden a los cambios en la densidad de sus
predadores y al aumento en el riesgo de depredacién mediante la modificacién de su
comportamiento, morfologfa o atributos de historia de vida (Tollrian & Harvell 1999,
Anholt ez al. 2000). Por lo tanto, el consumo de una presa puede afectar a especies que
interactian con ella a través de efectos indirectos mediados por un cambio en la
densidad de la poblacién presa (interaccién indirecta mediada por demsidad, DMII,
Peacor & Werner 2001) o por efectos indirectos mediados por cambio en rasgos de la

presa (interacciones indirectas mediadas por rasgo, TMII, Peacor & Werner 2001).

Cambios dindmicos en rasgos fenotipicos que afectan interacciones
interespecificas pueden ser muy importantes en la comprensién de las dindmicas
poblacionales de las especies interactuantes. Estudios tedricos (Abrams 1992, 1995,
1999, 2000, Matsuda et al. 1996, Krivan 1996, 1997, Fryxell & Lundberg 1998, Krivan
& Schmitz 2004) y evidencia empirica (Werner & Anholt 1996, Peacor 2002, Werner &

Peacor 2003) sefiala que la presencia de tal dinamismo puede introducir nuevas



interacciones o puede cambiar la forma funcional de las interacciones que estarfan

presentes en ausencia de dichos rasgos.

Dentro de las respuestas pldsticas a la presencia de un depredador se encuentran
las defensas antidepredatorias inducibles, las que pueden definirse como el mecanismo
inducible que incrementa la adecuacién bioldgica en presencia de depredadores (Harvell
& Tollrian 1999). Las defensas inducibles son respuestas activadas por la presencia de
un enemigo natural que confiere algin grado de resistencia a ataques posteriores
(Harvell 1990). Este tipo de defensas son propias de poblaciones sometidas a riesgo de
depredacién variable y en que la presa es capaz de percibir sefiales ambientales
informativas del cambio en el riesgo de depredacién. Estas respuestas deben ser
efectivas, en cuanto tienen como consecuencia un consumo reducido por parte del
depredador, sin embargo, una defensa inducible incurriria en un costo el cual debe ser
balanceado por los beneficios de adquirirla (Kohler & McPeek 1989, Harvell 1990,

Padilla & Adolph 1996, Tollrian & Harvell 1999, Relyea 2002, Benard 2004).

Posibles costos a nivel de individuos de esta plasticidad incluyen: 1) costos de
mantencion de la respuesta sensorial y de las vias que inducen las respuestas plasticas, 2)
costos de produccion, 3) costos genéticos, en los que los genes relacionados con la
plasticidad interactian con otros genes, y cuyo resultado es una adecuacién biolégica
reducida, y finalmente 4) costos de adquisicién de informacién que son requeridos para
detectar cambios en el ambiente (Lima 1998, Tollrian & Harvell 1999, Relyea 2002,

Benard 2004).



El desarrollo de defensas inducibles ha sido documentado en un sinntmero de
taxa, como por ejemplo: defensas quimicas en plantas (Eldestein-Keshet & Rausher
1989, Rausher et al. 1993, Berenbaum & Zangerl 1999, de Mazancourt & Loreau 2000),
y algas (Liirling 2003, Rhode et al. 2004, Verschoor et al. 2004, Ceh et al. 2005),
polimorfismos en protozoos (Havel 1987), formacién de espinas en briozoos marinos
(Harvell 1984), presencia de “neck teeth” y yelmo en claddceros (Dodson 1989, Jeschke
& Tollrian 2000, Riessen & Young 2005, Petrusek et al. 2009), migracién vertical en
zooplancton de agua dulce (Lampert 1989) y marino (Bollens et al. 1992), cambios en la
forma corporal en peces (Bronmark & Miner 1992), en la forma de la concha de
moluscos (Trussell & Smith 2000) y cirripedios (Lively 1986), adelantamiento del
tiempo de metamorfosis en ranas (Barnett & Richardson 2002) y formacién de espinas y

elongacién de apéndices en rotiferos (Gilbert 1966, 1999, Stemberger & Gilbert 1987).

En este dltimo grupo, se conocen diversas especies de distintos géneros que
exhiben cambios morfoldgicos, elongacién de espinas y/o apéndices, en respuesta a los
infoquimicos (kairomona) producidos por distintos depredadores, como son otros
rotiferos (particularmente del género Asplanchna), copépodos e incluso vertebrados
(Enriquez-Garcia et al. 2007). Los costos de fenotipos inducidos de rotiferos han sido
experimentalmente evaluados a nivel de sobrevivencia, fecundidad y potencial
reproductivo (Gilbert 1980, Epp & Lewis 1984, Stemberger 1988), sin embargo, no
existe real claridad acerca de su tipo y magnitud, y los resultados son a menudo

contradictorios (Gilbert & Stemberger 1984, Stemberger & Gilbert 1987, Gilbert 1999).



Debido a que los efectos indirectos son transmitidos a las otras especies via
cadena de interacciones directas o por cambios en la magnitud de los efectos directos
per cdpita (Wootton 1994, Morin 1999), las consecuencias de la depredacién pueden
extenderse, via efectos indirectos, a muchas de las poblaciones componentes de la trama
de interacciones. Es por ello que aparte de los costos a nivel individual y poblacional ya
sefialados, una defensa puede reflejar otro tipo de costos que emergen solo dentro del
dmbito comunitario, como son incremento en el riesgo de ser depredados por otras
especies, y disminucion en la tasa de consumo de las presas sobre sus recursos, lo que
podria reducir su capacidad competitiva (Lubchenco & Gaines 1981, Lima 1998, Sih et
al. 1998, Agrawal & Karban 1999, Dicke 1999, Dicke & Grostal 2001, Harvell 1990,
Tollrian & Harvell 1999, Bolker et al. 2003, Werner & Peacor 2003, Peacor & Werner
2004). Estos costos han sido denominados costos ecolégicos (Strauss et al. 2002), o
costos ambientales (Harvell 1990, Tollrian & Harvell 1999). De esta forma, al alterar Ia
red de interacciones las defensas inducibles son potencialmente capaces de generar
miiltiples efectos indirectos, no evidentes sobre la base del conocimiento de las
interacciones directas, y eventualmente ejercer un rol significativo en el funcionamiento
de la comunidad (Huang & Sih 1990, Werner 1991, Werner & Anholt 1996, Peacor

2002, Werner & Peacor 2003).

Asimismo, se ha documentado a nivel teérico (Ramos-Jiliberto & Gonzélez-
Olivares 2000, Ramos-Jiliberto et al. 2002, Ramos-Jiliberto 2003, Rinaldi er al. 2004,

Vos et al. 2004a, b, Yamauchi & Yamamura 2005) y empirico (Fussman et al. 2000,

Verschoor et al. 2004, van Veen et al. 2005, van der Stap ez al. 2007) el comportamiento




de sistemas depredador-presa y cadenas tritr6ficas donde el nivel intermedio presenta
defensas del tipo inducible. Estos estudios sugieren que la presencia de estas defensas en
respuesta a los efectos no letales de la depredacién tiene un efecto estabilizante sobre los

sistemas y promueven la coexistencia de las especies.

En sintesis, la alteracién de rasgos pldsticos puede conformar una defensa
inducible, lo que resulta en compromisos entre disminucién de la tasa de depredacién y
reduccién del crecimiento poblacional. Finalmente, al considerar que estas interacciones
indirectas funcionan dentro de una estructura tréfica compleja, los efectos de un
depredador sobre su presa pueden propagarse a través de la red, pudiendo resultar en
modificacién de las relaciones competitivas entre especies presa. Resulta poco conocido
el mecanismo por el cual estos efectos son transmitidos (interacciones directas) y bajo

queé condiciones pudiera verse alterado el resultado neto observado.

En esta tesis doctoral se desarrollé experimentalmente un sistema modelo de 4
especies y 3 niveles tréficos: dos poblaciones de rotiferos herbivoros (Brachionus
calyciflorus 'y B. havanaensis) compartiendo un recurso tnico (Chlorella vulgaris) y
rotifero carnivoro (Asplanchna brightwelli). El objetivo central fue evaluar las
consecuencias de los efectos no letales del depredador sobre la dindmica de poblaciones

presa y sus interacciones competitivas.

Se organizaron los capitulos segiin un criterio de creciente complejidad en el
montaje experimental. En el capitulo I se abordé el efecto de las defensas inducibles
vinculando el nivel individual con el poblacional. Especificamente, se cuantificé la

modificacién de estructuras morfoldgicas de las dos especies herbivoras B. calyciflorus




Y B. havanaensis creciendo de manera aislada, y se estimaron tiempos y concentraciones
umbrales de induccién. De esta manera se establece una relacién entre reactividad a la

sefial ambiental y efectividad de la defensa.

En el capitulo II se determing la existencia de compromiso entre la expresion de
defensas antidepredatorias inducibles y la aptitud competitiva en especies de rotiferos
herbivoros. De manera especifica se probé que (1) un consumidor que disminuye su
vulnerabilidad a la depredacién via expresién de defensas inducibles aumenta su
requerimiento de recurso para mantener un crecimiento poblacional cero, disminuyendo
por tanto su potencial competitivo; y (2) la induccién de defensas inducibles promueve
un cambio cualitativo en el resultado de la competicién por recurso entre dos herbfvoros

que comparten un recurso.

Finalmente, en el capitulo III se evalué la capacidad de la defensas inducibles
como promotoras de coexistencia entre especies, a través de un incremento en la
uniformidad y la probabilidad de persistencia de dos especies de rotiferos que comparten

depredadores y recursos.

Estos tres estudios cubren aspectos relevantes y no explorados previamente, en
los tépicos referentes a la forma de expresion de las defensas inducibles en rotiferos, la
evaluacion de costos poblacionales y comunitarios de la plasticidad fenotipica, asi como
la estructuracién comunitaria en términos de diversidad, exclusién y persistencia de

poblaciones, mediadas por respuestas pldsticas.
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CAPITULO L.

BENEFICIOS, COSTOS Y REACTIVIDAD DE DEFENSAS
INDUCIBLES: UNA PRUEBA EXPERIMENTAL CON

ROTIFEROS BRACHIONIDOS
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Resumen

Defensas antidepredatorias inducibles, son un importante tipo de respuesta por parte de
diversas especies presas a sefiales quimicas liberadas por depredadores. La reactividad
morfoldgica ante cambios en las sefiales ambientales puede descomponerse en la
capacidad de modificacién fenotipica en funcién del tiempo de exposicién al
infoqufmico y de la concentracién del infoquimico. Se postula que la induccién de
defensas muy costosas requerird mayor tiempo de exposicién al infoquimico y/o de

mayor concentracidn de éste.

En rotiferos de agua dulce, Brachionus calyciflorus y B. havanaensis, se probd
experimentalmente la hipétesis de que especies capaces de desarrollar defensas que
otorgan un mayor beneficio y son menos costosas, son mds reactivas a la presencia de
sefiales de depredadores, requiriendo un menor tiempo de exposicién y una menor
concentracion de infoquimico para ser inducidas que aquellas especies con defensas

menos beneficiosas y mds costosas.

Ambas especies presentaron costos poblacionales asociados a la induccién de
defensa antidepredatoria, que se traducen en una disminucién de tasas de crecimiento en
presencia de infoquimicos. Este costo fue mayor para B. calyciflorus que para B.
havanaensis. Las modificaciones morfolégicas de ambas especies constituyeron

.
defensas efectivas. Estas defensas otorgaron un mayor beneficio bruto para B.

havanaensis respecto a B. calyciflorus, estimado a través del cambio, ejercido por la

induccién de defensas, en la respuesta funcional del depredador a la densidad de cada
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una de las dos especies presa. La reactividad exhibida por B. calyciflorus fue mayor que
la presentada por B. havanaensis, 1o que sugiere que la relacién beneficio/costo evaluada

en poblaciones aisladas no explica diferencias en reactividad a la sefial inductora.

Palabras clave: estrategia antidepredatoria, plasticidad fenotipica, umbrales de

induccién, infoquimicos.
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Introduccién

En sistemas planctdnicos, las defensas antidepredatorias inducibles representan un
importante tipo de respuesta por parte de las presas a sefiales quimicas liberadas por sus
depredadores. Cuatro son los factores que se han identificado como necesarios para la
evolucién y persistencia de defensas inducibles: (1) la presién selectiva del agente
inductor debe ser variable, (2) es necesaria una sefial indicadora de amenaza confiable
que active la defensa, (3) la defensa debe ser efectiva, y (4) una defensa inducible
incurrirfa en un costo compensado por el beneficio de la defensa (FHarvell 1990, Padilla

& Adolph 1996, Tollrian & Harvell 1999, Relyea 2002).

La teorfa predice que las respuestas fenotipicamente pldsticas son inducidas en
ambientes donde confieren una mayor adecuacién bioldgica respecto del fenotipo no
inducido (beneficio), mientras que en otros ambientes no son inducidas dado que
presentan una menor adeécuacién biolégica que el fenotipo no inducido (costo)
(Stemberger 1988, Harvell 1990, Tollrian & Harvell 1999). A partir de esta
consideracion, se ha concluido que los organismos desarrollardn defensas en directa
proporcion al riesgo de depredacién y en proporcién inversa al costo de la defensa
(Tollrian & Harvell 1999). Asi, el beneficio de la defensa serd maximo en cuanto se
logre una mayor razén efectividad/costo, que serd funcién del tiempo de exposicion y de
la intensidad de la sefial ambiental requeridos para que la defensa sea gatillada,
implicando un menor costo para ello (Harvell & Padilla 1990, Padilla & Adolph 1996,

De Witt et al. 1998).
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La presencia de sefiales ambientales confiables es crucial en el tipo de defensa
que se verd favorecida en dicho ambiente (Padilla & Adolph 1996). Dado que los
infoquimicos se pueden acumular en el medio, éstos constituyen buenas sefiales para
gatillar defensas como las de tipo morfolégico, que a menudo requieren un periodo de
latencia desde que la sefial es percibida hasta que la defensa es exhibida y que requieren
de umbrales de concentracién de infoquimico para su activacién. Se postula que esto
previene a las presas contra la formacién de defensas costosas ante “falsas alarmas”

(Tollrian & Harvell 1999, Duquette et al. 2005).

En rotiferos se han descrito varios tipos de defensas inducibles, destacando el
desarrollo y elongaci6n de espinas (Gilbert 1966, 1999, Stemberger & Gilbert 1987), asi
como conductas de evasién de depredadores (Gilbert & Hampton 2001, Gilbert & Kirk
1988), cambios en rasgos de historia de vida (Walz 1995), e incremento en la
produccién de deterrentes quimicos (Félix e al. 1995, Walsh et al. 2006). Los rotiferos
muestran una gran variabilidad interespecifica, e incluso interclonal, en el desarrollo de
espinas en respuesta a la presencia de depredadores zooplancténicos (Gilbert 1999,
2001), lo que ha sido reportado especialmente para la interaccién brachiGnidos-
Asplanchna en aguas dulces (Gilbert 1966, Sarma 1993, Iyer & Rao 1996). La
elongacién de espinas anteriores y/o posteriores es una conspicua defensa
antidepredatoria inducible, cominmente observada en rotiferos brachiénidos, que
confiere el beneficio de un reducido éxito en los ataques de sus depredadores (Nandini et

al. 2003).
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Existen varias especies de rotiferos que desarrollan espinas en respuesta a
infoquimicos liberados por depredadores tales como Asplanchna, sin embargo es escasa
la literatura que se ha enfocado en la evaluacién de sus costos a nivel poblacional (Epp
& Lewis 1984, Stemberger 1988). Si bien la relacién entre produccién de espinas y
riesgo de depredacién ha sido analizada para diversas especies de rotiferos (Garza-
Mourifio ef al. 2005, Enriquez-Garcia et al. 2007, Green 2007, Pavén-Meza et al. 2007),
especialmente brachiénidos, muchos de los estudios que abordan este tipo de
polimorfismos analizan la magnitud de la defensa tras un periodo prolongado de
exposicién a kairomonas, relativo al tiempo de vida del individuo. Esta aproximacion,
por tanto, no permite estimar el tiempo de exposicién a infoquimicos requerido para la

produccién o elongacién de espinas de una poblacién experimental.

Gilbert (1966) mostré tempranamente que la induccién de fenotipos defendidos
(exuberantes, seglin su propia definicién) ocurre durante la formacién de huevos
producidos por madres cultivadas en un medio condicionado con Asplanchna, de manera
tal que la induccién de la defensa ocurre de una generacién a la siguiente. Sin embargo,
defensas en rotiferos, asi como en otros organismos, involucran un retardo desde que se
produce el cambio en el ambiente hasta que el nuevo fenotipo est4 disponible. Por tanto,
en un ambiente que es variable a la escala del ciclo de vida de un individuo, la rapidez
de cambios ambientales podrfa ser mayor que Ia capacidad de un individuo de producir
el fenotipo defendido (Levins 1968), lo que teéricamente reduciria la ventaja de la
plasticidad (Padilla & Adolph 1996). Por tanto, en poblaciones naturales donde las

generaciones se superponen, es esperable encontrar proporciones variables de fenotipos
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defendidos y no defendidos dependiendo del momento en que la sefial ambiental se hace
perceptible para los individuos y del tiempo requerido para que cada individuo produzca

una nueva generacion.

Este aspecto resulta de interés dado que las densidades de poblaciones naturales

de rotiferos depredadores alcanzan un médximo durante breves periodos del afio (Nandini

1999), tras el cual sufren una fuerte declinacién. Por tanto, una defensa eficiente en estos

sistemas debiera involucrar una rdpida respuesta a cambios en sefiales de depredadores.

La magnitud de las respuestas defensivas morfolégicas desarrolladas en rotiferos
se relaciona directamente con el tamaifio corporal de la presa (Sarma 1993, Sarma et al.
1998, Nandini et al 2003, Garza-Mourifio et al 2005), sin embargo una misma especie
presa responderd diferencialmente segiin el tipo de depredador (Duncan 1983, Enriquez-
Garcia et al. 2007). Brachionus calyciflorus y B. havanaensis son comunes habitantes
coexistentes en cuerpos de agua dulce, cuyos rangos de tamafio son 180-250 pm, y 100-
175 pm, respectivamente. Mientras B. calyciflorus pierde completamente o reduce de
manera importante la longitud de sus espinas postero-laterales en ausencia de
Asplanchna (Gilbert 2001), B. havanaensis, retiene largas espinas posteriores incluso
durante largos perfodos en ausencia de depredador (Garza-Mourifio ef al. 2005). Sin
embargo, esta especie muestra cambios morfolégicos estacionales que, por lo general, se
correlacionan fuertemente con la abundancia de Asplanchna. Por tanto se espera
encontrar diferencias en las respuestas defensivas entre poblaciones de ambas especies,
tanto en el tamafio relativo de sus estructuras, as{ como en la reactividad de su

morfologia ante cambios en las sefiales ambientales. Este dltimo aspecto puede
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descomponerse en dos rasgos especificos: la capacidad de modificacién fenotipica en
funci6n del tiempo de exposicién al infoquimico y la capacidad de respuesta en funcién
de la concentracién del infoquimico. Te6ricamente es posible postular que defensas muy
costosas deben expresarse s6lo cuando éstas sean necesarias y por tanto su induccién
requerird de mayor tiempo de exposici6n al infoquimico y/o de mayor concentracién de
éste. Por el contrario, especies que presenten defensas poco costosas pueden ser mds

sensibles al riesgo de depredacién.

Las diferencias reportadas entre B. calyciflorus y B. havanaensis respecto del
tiempo de retencién de defensas morfol6gicas tras la relajacién de la depredacién y el
tamafio relativo de sus estructuras defensivas, permiten considerar a estas especies como
modelos biol6gicos para someter a prueba la siguiente hipétesis: especies que presenten
defensas que otorguen un mayor beneficio (proteccién contra depredadores) y que
impongan un menor costo (disminucién del crecimiento poblacional) serdn mé4s
reactivas a la presencia de sefiales de depredadores, requiriendo un menor tiempo de
exposicién y una menor concentracién de infoquimico para la induccién de la defensa

que aquellas especies con defensas menos beneficiosas y més costosas..

A fin de cuantificar la.reactividad de la respuesta defensiva al infoquimico, y sus
costos asociados, se estimé la variacién en rasgos morfolégicos y tasas de crecimiento
poblacional para los rotiferos presa Brachionus calyciflorus 'y B. havanaensis, en
funcién del tiempo de exposicién a infoquimicos y de la concentracién de infoquimicos
liberados por el rotifero depredador Asplanchna brightwelli. La evaluacién del

“beneficio” asociado a la defensa se estimé a través del cambio, ejercido por la
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inducci6n de defensas, en la respuesta funcional del depredador a la densidad de cada

una de las dos especies presa.

Materiales y Métodos
Cultivo de especies experimentales

El depredador Asplanchna brightwelli y 10s herbivoros B. calyciflorus y B. havanensis
fueron aislados de lagos templados de Chile Central: Tranque Pitama (33°27°S-70°49°0)
y Embalse Rapel (34°09’S-71°26’0). Se iniciaron cultivos monoclonales a partir de una
unica hembra amictica que fueron mantenidos bajo condiciones de laboratorio por dos
meses antes de su uso en experimentos. Tanto para mantener los cultivos como para
llevar a cabo los experimentos se utilizé agua dulce reconstituida (U.S. EPA, Weber
1993) enriquecido con vitaminas: 100 mg-L"1 tiamina (B1), 0.5 mg-L'1 biotina, y 0.5

mg-L'1 cianocobalamina (B12).

Los cultivos stock de rotiferos presa fueron alimentados diariamente con el alga
verde Chlorella vulgaris en una densidad de 0.5-10° cel-mL, 1a que fue cultivada en
medio basal Bold (Borowitzka & Borowitzka 1988). Para su utilizacién como alimento,
el alga fue cosechada en fase de crecimiento exponencial y centrifugada a 3000 rpm por

5 min.

A. brightwelli fue cultivada en vasos de 500 mL y alimentada diariamente ad
libitum con una mezcla de presas del género Brachionus (B. calyciflorus, B. caudatus, B.

havanaensis 'y B. patulus). Las condiciones experimentales fueron: pH 7.5 + 0.1,
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temperatura 25 + 0.5°C, e iluminacién fluorescente difusa con un fotoperiodo de 12:12

(I:d). Los medios de cultivo fueron reemplazados diariamente.
Crecimiento poblacional

Los rotiferos B. calyciflorus y B. havanaensis fueron expuestos a infoquimicos del
depredador en ausencia de Asplanchna. Este medio EPA condicionado (Wallace et al.
2006) por el depredador fue preparado separadamente en regimen diario manteniendo
Asplanchna en seis densidades: 0.005, 0.01, 0.02, 0.1, 0.25 y 0.5 ind-mL’l, y un medio
control sin Asplanchna. El medio control consistié en agua precondicionada sélo con la
mezcla de rotiferos que sirvieron de presa para el depredador. En la preparacion del
medio precondicionado, cada dfa individuos de Asplanchna fueron removidos del medio
tras permanecer en €1 por 24 h, con ayuda de un filtro de 50 um. El medio fue entonces
filtrado a través de un filtro de membrana de 0.45 pm, y el pH fue ajustado a 7.5 + 0.1

para ser utilizado como medios experimentales en los distintos niveles del tratamiento.

Se utilizaron vasos precipitados de 50 mL conteniendo 20 mL de medio con
microalga C. vulgaris en una densidad de 10° cel-mL™ para cada especie de brachiénido
por separado. Los experimentos fueron iniciados con una densidad de brachiénidos de 1
ind'mL" obtenidos de los cultivos stock en fase de crecimiento exponencial. Se
utilizaron 56 contenedores experimentales (2 especies de rotiferos x 7 niveles de
kairomona x 4 réplicas). Los rotiferos de cada vaso fueron contados diariamente, usando
3-4 alicuotas de 1 mL toda vez que no fue posible realizar censos exhaustivos debido a

las altas densidades poblacionales. Posterior a ello, todos los rotiferos de cada vaso
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fueron transferidos a medio control o medio condicionado segin la densidad de
depredador fijada, con microalga en la densidad sefialada. Los experimentos de
crecimiento fueron finalizados después de 15 dfas, cuando las poblaciones comenzaron a

declinar.

Las trayectorias de densidad poblacional fueron comparadas mediante ANOVA
de medidas repetidas, previa revisién de los supuestos de normalidad (prueba K-S),
homocedasticidad (prueba de Levene) y esfericidad (prueba de Mauchley) (Fig. 2 del
Apéndice). La tasa de crecimiento poblacional intrinseco r (dfa') fue calculada para
cada réplica como la pendiente de la curva InN, versus tiempo (Ferndndez-Araiza ef al.
2005), dentro de la fase de crecimiento exponencial para todas las réplicas de ambas
especies. Las tasas fueron comparadas mediante ANOVA de una via y se realiz6 un test

Dunnett de comparaciones multiples (Fig. 3 del Apéndice).

Con estos resultados se identificaron las densidades de Asplanchna que no
tuvieron efecto sobre los valores de r estimados para B. calyciflorus y B. havanaensis, y
aquellas que determinaron valores de r reducidos respecto del control. Para ambas
especies se estimé un valor de costo poblacional como la razén entre los valores de r de

estos dos grupos.

Respuestas funcionales

Con el propésito de cuantificar el consumo de cada presa por Asplanchna y compararlo

con el consumo de ambas presas cuando se encuentran inducidas, se estimaron las
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respuestas funcionales sobre cada item de presa, tanto en su condicién normal sin Ia
seflal inductora, como después de desarrollar espinas. El medio precondicionado fue
preparado con una densidad de depredadores mayor al umbral de induccién identificado
previamente, y por un perfodo superior al minimo necesario para inducir defensas. Para
cada una de las dos especies presa se utilizaron 7 densidades poblacionales diferentes
(025, 05, 1, 2, 4, 8 y 16 indmL™) con 5 réplicas en cada nivel. Se introdujeron 2
individuos de A. brightwelli (previamente mantenidos en inanicién por 2 h) en cada vaso
experimental con 20 mL de medio y un tipo de presa en las densidades especificadas. Se
permitié que los depredadores se alimentaran por 45 minutos, tras lo cual fueron fijados
con formalina diluida (5%) y se revisé su contenido estomacal. El nimero de presas
consumidas por depredador fue expresado como la media del nimero de presas por
depredador registradas dentro de sus estémagos.

Se realiz6 una regresién no lineal por minimos cuadrados de los datos, de manera
de estimar el ajuste a una respuesta funcional tipo II, de la forma y = ax/(1+ aHx),
donde a y H corresponden a la tasa de ataque y tiempo de manipulacién,
respectivamente, y x a la densidad de presa. Se estimé una medida del beneficio de Ia
defensa como la razén entre los paridmetros a y H de la ecuacién de la respuesta
funcional obtenida para organismos defendidos y no defendidos. La significancia de los
beneficios calculados se probé mediante pruebas de permutacién (3000

aleatorizaciones).

Cambios morfolégicos inducidos
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Con el propdsito de medir la respuesta morfolégica de B. calyciflorus y B. havanaensis
al infoquimico (kairomona) de Asplanchna, se mantuvieron cultivos experimentales
como se explicé previamente. Las concentraciones de kairomona utilizadas fueron
seleccionadas entre las densidades de depredador descritas en el punto anterior. El
cultivo de cada especie de brachiénido fue iniciado con densidad de 1 ind-mL™ en 150
mL, alimentado con C. vulgaris en densidad de 10° cel-mL’. Se utilizaron 24 vasos
experimentales (2 especies de rotifero x 4 niveles de kairomona x 3 réplicas). De cada
vaso se extrajeron 50 individuos maduros (portando huevos) y se fijaron en formalina al
5% en los dias 0, 2, 4, 6, y 8. Se obtuvieron im4genes digitales bajo microscopio, sobre
las que se midieron la longitud de las espinas anteriores y posteriores, y la longitud y
ancho corporal. Todas las mediciones fueron hechas con el software UTHSCSA Image
Tool para Windows v.3.0.

Cada medida morfol6gica registrada por individuos fue contrastada con el
percentil 95 de la distribucién de medidas obtenidas en el control (sin kairomona), para
cada dia analizado. De esta manera se categorizaron las medidas morfolégicas con
valores 1 0 0, segrin si el atributo resulté mayor o menor que el percentil 95.

Se estimaron concentraciones de kairomona umbrales y tiempos de exposicién a
la kairomona umbrales para inducir el cambio de estado en cada atributo al 50% de la

poblacién medida, mediante una regresién probit.
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Resultados

Crecimiento poblacional

La duracién de la fase de crecimiento exponencial de ambas especies de Brachionus
dependi6 de la densidad de Asplanchna con que se precondicioné el medio, variando
desde 5-9 dias para B. calyciflorus y 10-12 dfas para B. havanaensis. Los resultados del
ANOVA de medidas repetidas, mostraron efectos significativos de interaccién (p<0.001)
entre factores (kairomona y tiempo) sobre las densidades poblacionales de ambas

especies (Fig. 2 del Apéndice).

Tanto en B. calyciflorus como en B. havananesis, las poblaciones experimentales
mostraron mayores valores de r en los controles y en el tratamiento con densidad 0.005
Asplanchna-mL’, respecto de las restantes densidades de kairomona (Dunnett, p< 0.05).
No hubo diferencias significativas en valores de r entre los tratamientos 0.025, 0.1, 0.25
y 0.5 Asplanchna-mL™, por lo que la concentracién de kairomona presente en una
densidad de 0.1 Asplanchna-mL™ se consider suficiente para producir un costo en las
poblaciones presa, evaluado en una disminucién significativa de la tasa intrinseca de
crecimiento. En la Figura 1 se muestra la disminucién en tasas de crecimiento promedio
de B. calyciflorus y B. havanaensis. entre los tratamientos agrupados que mostraron
disminucién significativa en r (> 0.025 Asplanchna-mL™) respecto de los tratamientos
control y 0.005 Asplanchna-mL™”. Esta medida se considerd indicativa de un mayor

costo de la defensa para B. calyciflorus respecto de B. havanaensis.
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0.5 i

1-(r con defensa’” sin defensa)

0.0
B. calyciflorus  B. havanaensis

Figura 1. Estimador del costo de la defensa para las dos especies de este estudio,
calculado como el complemento del cuociente entre las tasas de intrinsecas de
crecimiento poblacional con induccién (> 0.025 Asplanchna-mL™) y sin inducién
(control y 0.005 Asplanchna-mL™"). Barras de error corresponden a IC 95%. Los valores

son significativamente diferentes (t-test, p <0.001).
Respuestas funcionales

Las curvas de respuesta funcional de Asplanchna se ajustaron significativamente
(p<0.05) a una respuesta tipo II para ambos tipos de presa, tanto para morfos inducidos

como no inducidos (Tabla 1, Fig. 4 del Apéndice). Asplanchna consumié B. havanaensis
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a una mayor tasa que B. calyciflorus en todas las densidades de herbivoros probadas. La
tasa de ataque (a) por parte de Asplanchna se ve igualmente disminuida en ambas
especies como consecuencia de las defensas, sin embargo B. havanaensis también se
favorece mediante un incremento en el tiempo de manipulacién (H) requerido para ser
consumido por el depredador (Fig. 2). Esto sugiere que el desarrollo de defensas resulta

en un mayor beneficio para B. havanaensis que para B. calyciflorus.

Tabla 1. Pardmetros estimados (+ SE) de las respuestas funcionales de A. brightwelli
para las dos especies presa en condiciones con y sin defensa. Las curvas tipo II, de la

forma y = ax/(1+ aHx), fueron ajustadas mediante minimos cuadrados (p<0.001).

Sin defensa Defendidos
a H R? a H R?
B. calyciflorus 0.02+£0.02 0.66+0.59 0.52 0.004 + 0.005 0.69 +0.84 0.50
B. havanaensis 0.076 +0.08 0.38 £0.31 0.62 0.01 +0.01 0.68 £ 0.55 0.70
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Figura 2. Beneficio bruto de la defensa de las especies presa en respuesta a A.
brightwelli, evaluado como el cociente entre los pardmetros de la respuesta funcional
tipo IT (a: tasa de ataque, H- tiempo de manipulacién) con (0.1 Asplanchna-mL™) y sin

defensa. Asteriscos sefialan cocientes significativos (3000 permutaciones).
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Estructuras defensivas

De lo rasgos morfolégicos medidos, la longitud de las espinas anteriores y posteriores y
el ancho corporal permitieron el ajuste de la funcién probit, de manera que fue posible

realizar para esas medidas una estimacién consistente de umbrales de induccién.

En el caso de B. calyciflorus, el tiempo de exposicién a la kairomona requerido
para inducir un incremento de las espinas anteriores en el 50% de la poblacién varié
entre 1 y 6 dias, dependiendo de la concentracién experimental de kairomona (Fig. 3A).
Por otro lado, la concentracién de kairomona necesaria para la induccién del 50% de Ia
poblacién varié entre 0.016 Asplanchna-mL™ en el dia 2 y 0.002 Asplanchna-mL’ en
promedio a partir del dia 4 (Fig. 3D). El tiempo umbral de induccién 50% para el
incremento de las espinas posteriores fue mayor para la concentracién 0.005
Asplanchna-mL™, y no difiri6 entre las concentraciones superiores, con un valor medio
de 2.8 dfas (Fig. 3B). La concentracién umbral para la induccién de la elongacién de las
espinas posteriores fue en promedio 0.001 Asplanchna-mL” ya a pattir del dia 2 (Fig.
3E). Para el ancho corporal, el umbral de tiempo de induccién fue de 6.2 dfas en
promedio para las mayores concentraciones de kairomona (Fig. 3C), mientras que la

concentracién umbral fue de 0.11 Asplanchna-mL™ a partir del dfa 6 (Fig. 3F).

Para B. havanaensis, las espinas anteriores fueron inducidas en un periodo entre
1y 6 dias, dependiendo de la concentracién de kairomona (Fig. 3A). La concentracién
de Kkairomona para el 50% de induccién en espinas anteriores varié entre 0.42

Asplanchna-mL el dfa 2 y 0.065 Asplanchna-mL™ para el dfa 8 (Fig. 3D). El tiempo de




38

induccién 50% para el incremento de las espinas posteriores fue mayor para la
concentracién 0.1 Asplanchna-mL'l, y no difirié entre las concentraciones superiores,
con un valor medio de 2.1 dias (Fig. 3B). La concentracién umbral de kairomona para la
induccién de la elongacién de las espinas posteriores varié entre 0.15 y 0.05
Asplanchna-mL™ desde el dia 2 al dia 8 de exposicién (Fig. 3E). Para el ancho corporal
el tiempo de induccién fue de 7.5 dias en promedio para las concentraciones de
kairomona entre 0.5 y 0.1 Asplanchna-mL (Fig. 3C), mientras que la concentracién

umbral de kairomona fue de 0.12 Asplanchna-mL™" a partir del dia 8 (Fig. 3D).

Bstos resultados indican que B. calyciflorus en general requiere de menores
tiempos de exposicién y menores concentraciones de kairomona para expresar las

defensas morfolégicas, en comparacion con B. havanaensis.
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Figura 3. Reactividad de la defensa inducible de las especies presa en respuesta a
kairomona de A. brightwelli. Panel izquierdo: tiempo de exposicién requerido para
inducir incremento de los atributos morfoldgicos analizados en el 50% de la poblacién
de presas (A: espina anterior, B: espina posterior y C: ancho corporal). Panel derecho:

concentracion de kairomona requerida para inducir incremento de los atributos
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morfolégicos analizados en el 50% de la poblacién de presas (D: espina anterior, E:
espina posterior y F: ancho corporal). Barras de error corresponden a IC 95% vy

asteriscos muestran diferencias significativas entre especies.

Discusién

Tanto B. calyciflorus como B. havanaensis presentaron menores tasas de crecimiento en
presencia de infoquimicos en comparacién al control. Esto revela, para ambas especies
en estudio, un costo asociado a la induccién de defensa reflejado a nivel poblacional.
Trabajos anteriores han revelado un patrén similar en diversos sistemas Asplanchna-
rotifero (Stemberger 1988, Conde-Porcuna & Declerck 1998, Pavén-Meza et al. 2008,
pero ver Stemberger 1990). Nuestros resultados indican también que el costo en
crecimiento poblacional es, sin embargo, mayor pata B. calyciflorus que para B.
havanaensis. Esta conclusién es sostenida por una mayor disminucién relativa de r para
B. calyciflorus.

Por otra parte, las respuestas funcionales del depredador A. brightwellii se ajustan
a curvas tipo II, consistentemente con los resultados reportados por Nandini et al. (2003)
y Sarma & Nandini (2007) para distintas presas brachiénidos. Nuestros resultados
muestran un menor consumo por parte de A. brightwelli sobre ambas presas cuando
estas presentan morfos inducidos, lo que sugiere que las modificaciones morfolégicas
experimentadas por ambas especies constituyen una defensa antidepredatoria efectiva.

Nuestros resultados muestran que la .expresion de defensas morfolégicas otorga un




41

mayor beneficio bruto para B. havanaensis repecto a B. calyciflorus, debido a que la
primera especie exhibe una mayor disminucién relativa en Ia tasa de consumo por parte
del depredador. B. havanaensis es de menor tamaiio que B. calyciflorus pero con una
mayor razon longitud espina/longitud corporal, 1o que parece ser un efectivo mecanismo
de defensa. Nandini et al. (2003) y Sarma et al. (2003) evaluaron experimentalmente 1a
conducta depredatoria de dos especies de Asplanchna (A. sieboldi y A. girodi) sobre
diferentes presas brachiénidas y determinaron bajas tasas de captura y tasas de

crecimiento poblacional de depredadores consumiendo exclusivamente B. havanaensis.

Las densidades de Asplanchna equivalentes a las concentraciones de kairomona
utilizadas en nuestros experimentos caen dentro del rango reportado para cuerpos de
agua naturales (Nandini e al. 2005), y cubrieron un rango que abarcé desde la ausencia
de respuesta defensiva a concentraciones bajas hasta un nivel superior asintético donde
la respuesta fue mdxima y no mostré aumentos Sucesivos a concentraciones mayores de

kairomona.

La expresion completa de los cambios morfol6gicos en ambas especies fue
observada tras 2-6 dias de exposicién a la kairomona. Esto sugiere que, en las
densidades de depredador analizadas, ambas especies incrementan gradualmente el
tamaflo de sus estructuras defensivas durante 2 a 6 dias, periodo tras el cual la respuesta
alcanza un mdximo. Conforme a esto, Van der Stap et al (2007) detectaron B.
calyciflorus completamente defendidos 3 dias después de la inoculacién con A.

brightwelli.
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Los umbrales temporales de induccién registrados, indican que a densidades
intermedias de depredador, B. havanaensis requiere més tiempo que B. calyciflorus para
inducir una elongacién de las espinas tanto anteriores como posteriores. Sin embargo,

con alta concentracién de kairomona ambas especies gatillan rdpidamente Ia espinacién

(2-3 dias de exposicién). En el caso de B. havanaensis la espinacién fue dependiente:

tanto del tiempo de exposicién como de la concentracién de kairomona a la que es
expuesto. Por el contrario, la concentracién umbral requerida para inducir cambios en B.
calyciflorus fue baja en ralacién a B. havanaensis e independiente del tiempo de
exposicion. Los cambios morfol6gicos en B. calyciflorus revelaron un incremento en
longitud de 100 y 400% de las espinas anteriores y postero-laterales, respectivamente, y
entre 30-40% para los otros rasgos. En B. havanaensis, el incremento de la longitud de
las espinas fue de 70% (anteriores) y 100% (posteriores), otros rasgos incrementaron
entre  30-55%. Ambas especies incrementaron su tamafio corporal con altas
concentraciones de kairomona, atin cuando ese incremento requirié més tiempo y de
mayores concentraciones de kairomona que la espinacién. El incremento en el tamafio
corporal de los dos brachionidos analizados en este trabajo caen dentro del rango 30-

40% reportado para Brachionus por Pourriot (1974).

La reactividad a 1la depredacién  exhibida por B. calyciflorus  fue
considerablemente mayor que la presentada por B. havanaensis, en especial respecto de
la concentracién de kairomona necesaria para inducir la defensa. Consecuentemente,
nuestros resultados rechazan la hipétesis planteada: la especie B. havanaensis obtuvo un

mayor beneficio de la defensa y exhibié un menor costo poblacional que su congénere B.
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calyciflorus en el rango de concentracién de kairomona analizado, sin embargo presenté

.. - .., r
menor reactividad a la sefial, en oposicién a lo esperado.

No conocemos de estudios anteriores que hayan sometido a prueba una relacién
entre la reactividad -timing- de defensas inducibles en zooplancton y el beneficio neto de
¢stas. Posibles explicaciones al patrén observado, entre otras, apuntan a cuatro
alternativas no-excluyentes: (1) el costo de la defensa en un contexto natural puede
manifestarse como una reduccién de tasas de crecimiento como consecuencia de
cambios en las interacciones con otras especies. Se han documentado compromisos entre
defensas y capacidad competitiva (Werner & Anholt 1996, Relyea 2000, 2001, Werner
& Peacor 2003) y entre defensas y vulnerabilidad a otros depredadores (Taylor &
Gabriel 1992, Tollrian & Dodson 1999). De este modo, la reduccién de r en nuestro
sistema aislado serfa un mal indice del costo de la defensa en el ambiente natural. Un
estimador mds fino, pero de compleja implmentacién, serfa la estimacién de reduccién
de r en un sistema multiespecifico (e.g. mesocosmos). (2) Costos energéticos asociados
a respuestas fenotipicas defensivas a kairomonas requieren un examen de potenciales
reproductivos de fenotipos basicos y exhuberantes sobre un rango de concentraciones de
recurso (Sarma & Rao 1987, Sarma 1989, Gilbert 1999) por lo que la estimacién aquf
realizada en un nivel de recurso abundante entrega solo una visién parcial de la
variacion del costo. Se requiere entonces una evaluacién de costos y beneficios de las
defensas en un gradiente de recursos, particularmente en niveles limitantes. (3) La
magnitud del beneficio, medido como reduccién en la respuesta funcional del

depredador, es funcién de las abundancias relativas de las presas alternativas y/o de la
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densidad del depredador. Nuestras mediciones de tasas de consumo fueron realizadas
con cada una de las presas por separado y bajo condiciones constantes de densidad del
depredador. En este caso, un siguiente paso serfa ofrecer las presas en forma conjunta a
fin de evaluar una respuesta funcional multi-especifica y en un gradiente de densidades
relativas a fin de medir cambios en selectividad diferencial. (4) La hipétesis inicial es
efectivamente incorrecta. En este caso serfa necesario extender este trabajo a més
especies de presas y depredadores, a fin de establecer el grado de generalidad de nuestra
conclusi6n, y establecer si la relacién entre beneficio neto y reactividad se mantiene
negativa o aparece como no-significativa. Esta posibilidad requiere de la realizacién de
posteriores investigaciones destinadas a indagar mds profundamente, tanto en el plano
experimental como en el tedrico, acerca de las causas y consecuencias de la reactividad
de las defensas inducibles en la naturaleza (Duquette ez al. 2005, Garay-Narviez &

Ramos-Jiliberto 2009).
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CAPITULO I1.

COMPROMISOS ENTRE EXPRESION DE DEFENSAS

INDUCIBLES Y APTITUD COMPETITIVA EN ROTIFEROS
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Resumen

En ambientes con suplemento constante de recurso, una especie capaz de alcanzar una
densidad de equilibrio con una menor concentracién umbral de recurso R* excluird a
especies que requieran de mayores niveles de recurso para alcanzar el equilibrio. Dado
que los umbrales de recurso no permanecen fijos para cada especie se espera observar
variaciones de R* en ambientes variables. Rotiferos responden de manera pléstica a
densidades variables de depredadores en el ambientza. Estas respuestas involucran
defensas antidepredatorias frente a la presencia de infoquimicos liberados por
depredadores. Una defensa puede reflejar, ademds de los costos individuales y
poblacionales, aumento en vulnerabilidad a otros depredadores o una reduccién en su

capacidad competitiva.

Se determiné la existencia de compromiso entre la expresién de defensas
antidepredatorias inducibles y la aptitnd competitiva interespecifica en rotiferos
(Brachionus calyciflorus y B. havanaensis). Especificamente, se mostré que: (1) un
consumidor que disminuye su vulnerabilidad a la depredaci6n via expresién de defensas
inducibles aumenta su requerimiento de recurso para mantener un crecimiento
poblacional cero, R*. Ambos rotiferos aislados presentaron mayores umbrales de recurso
en morfos defendidos respecto de los morfos no inducidos. (2) Defensas inducibles
promueven un cambio cualitativo en el resultado de la competencia por recurso entre dos
herbivoros que comparten un recurso dnico. La adicién de kairomona revirtié el
resultado de la comI;etencia en baja densidad de recurso, esto debido a un incremento en

la densidad de la especie originalmente subordinada y a un aumento de su estabilidad.
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Nuestros resultados muestran compromiso intra-especifico entre aptitud competitiva y
expresion de defensas, lo que refuerza la visién dindmica de las redes de interacciones

en comunidades naturales.

Palabras clave: Umbrales de recurso, competicién explotativa, infoquimicos, kairomona,

plasticidad fenotipica.
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Introduccién

La competicién por recurso (Case & Gilpin 1974) es un tipo de interaccién indirecta
entre dos especies, mediada por la variacién de la densidad o disponibilidad de una
poblacién recurso. Esta relacién refleja efectos recfprocamente negativos entre

consumidores que comparten un recurso nico, via remocién de este recurso limitante.

El principio de exclusién competitiva predice que la competicién tenders a
disminuir la diversidad de especies dado que dos especies compitiendo por el mismo
recurso no podrdn alcanzar uma coexistencia estable en el tiempo. Ubna versién
mecanicista de esta teorfa confirma esta prediccién: en ambientes con suplemento
constante de recurso, una especie capaz de alcanzar una densidad de equilibrio con una
cantidad de recurso R* excluird a especies que requieran una mayor cantidad de recurso
para alcanzar e] equilibrio (Tilman 1982). Asi, se predice que especies con menor R*
desplazardn competitivamente a todas las otras especies cuando est4n limitadas por el
mismo recurso, y solamente podrian coexistir si presentan umbrales idénticos (Tilman

1982).

Evidencias experimentales que corroboran las predicciones de la competicién
basada en sus recursos renovables son los trabajos de Rothhaupt (1988) y de Ciros-Pérez
et al (2001). Estos estudios muestran, para especies de rotiferos, los requerimientos de
uno y dos recursos en el equilibrio, y el trabajo de Kreutzer & Lampert (1999) donde
utiliza concentraciones umbrales en un gradiente de recurso como una medida andloga al

R* de Tilman, para identificar aptitudes competitivas entre dos especies de Daphnia.
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La variabilidad en el tamafio de especies de rotiferos favorece un uso diferencial
de los recursos disponibles (Stemberger & Gilbert 1985, Rothhaupt, 1988, Sarma et al.
1996, Ciros-Pérez et al. 2001). Evidencias en terreno y experimentales indican que
especies de rotiferos de gran tamafio presentan un mayor crecimiento que especies
pequefias en altos niveles de comida, mientras que especies de menor tamatio excluyen a
las especies grandes bajo condiciones de alimento limitante (Sarma er al. 1996).
Asimismo, los umbrales de recurso no permanecen fijos para cada especie, sino que
varian en funcién de factores extrinsecos, como son el tamafio de la microalga o la
temperatura para el caso de rotiferos (Rothhaupt 1990, Stelzer 2006). Se espera por
tanto, observar variaciones de concentraciones umbrales de recurso en rotiferos en

ambientes variables.

Diversas especies de rotiferos responden de manera pldstica a densidades
variables de depredadores en el ambiente. Estas respuestas involucran el desarrollo de
espinas y apéndices frente a la presencia de infoquimicos (kairomona) liberados por
depredadores tales como Asplanchna. La expresién de estas respuestas morfolGgicas
disminuyen la probabilidad de éxito del ataque y/o depredacién, y por tanto son
consideradas defensas antidepredatorias. Los costos de fenotipos inducidos de rotiferos
han sido experimentalmente evaluados a nivel de sobrevivencia, fecundidad y potencial
reproductivo (Gilbert 1980, Epp & Lewis 1984, Stemberger 1988). Posibles costos a
nivel de individuos de esta plasticidad incluyen: 1) costos de mantencién de la respuesta
sensorial y de las vias que inducen las respuestas plésticas, 2) costos de produccioén, 3)

costos genéticos, en los que los genes relacionados con la plasticidad interactiian con
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otros genes, y cuyo resultado es una adecuacién biolGgica reducida, 4) costos de
adquisicién de informacién que son requeridos para detectar cambios en el ambiente, y
finalmente, limites a la capacidad del organismo para evaluar su entorno (Relyea 2002).
Dado que en una interaccién simple consumidor-recurso ambas especies focales
interactian simultdneamente con otros componentes de la comunidad, efectos indirectos
son transmitidos a las otras especies via cadena de interacciones directas o por cambios
en la magnitud de los efectos directos (Wootton 1994, Morin 1999, Werner & Peacor
2003). Por tanto, las consecuencias de la depredacién pueden extenderse, via efect(;s
indirectos, a muchas de las poblaciones componentes de la trama de interacciones. Es
por ello que ademds de los costos a nivel individual y poblacional, una defensa puede
reflejar otro tipo de costos que emergen solo dentro del 4mbito comunitario, como son
un aumento en vulnerabilidad a otros depredadores o una reduccién en su capacidad
competitiva (Lubchenco & Gaines 1981, Lima 1998, Gilbert 1999, Werner & Peacor
2003). De esta forma, al alterar la red de interacciones las defensas inducibles son
potencialmente capaces de generar miltiples efectos, no evidentes sobre la base del
conocimiento de las interacciones directas, y eventualmente tener un efecto significativo
en el funcionamiento de la comunidad (Huang & Sih 1990, Werner 1991, Werner &
Anholt 1996, Peacor 2002, Werner & Peacor 2003, Dambacher & Ramos-Jiliberto 2007,
Ramos-Jiliberto & Garay-Narvdez 2007, Chesson & Kuang 2008). Pese a que el estudio
de la ecologia de defensas inducibles ha sido particularmente fructifero en organismos
plancténicos y en rotiferos en particular, ha habido un escaso desarrollo experimental
orientado a esclarecer la existencia e importancia de potenciales compromisos entre el

desarrollo de defensas y el desempefio de las presas en el marco de otras interacciones
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comunitarias (Berenbaum & Zangerl 1999, Peacor & Wemer 2001, Relyea 2000,
Tollrian & Dodson 1999, van Veen et al. 2005, van der Stap et al. 2007, 2008).

Dentro de un contexto comunitario, es pertinente sugerir las siguientes preguntas
generales: las defensas inducibles ;modifican las relaciones de competencia y la
probabilidad de coexistencia entre especies que comparten depredadores y recursos?, jes
posible detectar experimentalmente la existencia de un compromiso entre resistencia a la
depredacion y aptitud competitiva?.h

En este estudio el objetivo es determinar la existencia de compromiso entre la
expresion de defensas antidepredatorias inducibles y la aptitud competitiva en especies
de rotiferos herbivoros. Especificamente, en este trabajo mostramos que: (1) un
consumidor que disminuye su vulnerabilidad a la depredaci6n via expresién de defensas
inducibles aumenta su requerimiento de recurso para mantener un crecimiento
poblacional cero, disminuyendo por tanto su potencial competitivo; y (2) la induccién de
defensas inducibles promueve un cambio cualitativo en el resultado de la competicién

por recurso entre dos herbivoros que comparten un recurso tinico.
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Materiales y Métodos

Cultivo de especies experimentales

El depredador (Asplanchna brightwelli) y los herbivoros Brachionus calyciflorus y B.
havanensis fueron aislados de lagos templados de Chile Central. Se iniciaron cultivos
monoclonales a partir de una tnica hembra amictica y fueron mantenidos bajo
condiciones de laboratorio por dos meses antes de su uso en experimentos. Tanto para
mantener los cultivos como para llevar a cabo los experimentos se utilizé agua dulce
reconstituida (U.S. EPA).enriquecida con vitaminas: 100 mg-L'I tiamina (B1), 0.5 mg-L~

! biotina, and 0.5 mg-L! cianocobalamina (B12).

Los cultivos stock de rotiferos presa fueron alimentados diariamente con el alga
verde Chlorella vulgaris en una densidad de 0.5 - 10° cells-mL™, 1a que fue cultivada en
botellas de vidrio de 2 L, usando medio basal Bold (Borowitzka & Borowitzka 1988). El
alga fue cosechada en fase de crecimiento exponencial y centrifugada a 3000 rpm por 5

min, La densidad de alga fue estimada por recuento en una cdmara Neubauer.

A. brightwelli fue cultivada en vasos de 500 mL y alimentada diariamente ad
libitum con una mezcla de presas del género Brachionus (B. calyciflorus, B. caudatus, B.
havanaensis y B. patulus). Las condiciones experimentales fueron: pH 7.5 + 0.1,
temperatura 25 + 0.5°C, e iluminacién fluorescente difusa, con un fotoperiodo de 12:12

(I:d). Los medios de cultivo fueron reemplazados diariamente.
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Estimacion de umbrales de recurso

Se realizaron experimentos de crecimiento poblacional de B. calyciflorus y B.
havanaensis, separadamente, en medio fresco, bajo distintas densidades de recurso. Se
utilizaron vasos precipitados de 50 mL conteniendo 20 mL de medio con microalga C.
vulgaris en cuatro densidades diferentes: 0.25, 0.5, 1 y 2-10° cel-mL™-dfa™! para cada
especie de brachiénido. Los experimentos fueron iniciados con una densidad de
brachinidos de 1 ind-mL™ obtenidos de los cultivos stock en fase de crecimiento
exponencial. Los animales fueron seleccionados de manera de asegurar que todas los
estados estuviesen representados en los experimentos. Se utilizaron 32 contenedores
experimentales (2 especies de rotiferos x 4 niveles recurso x 4 réplicas). Los rotiferos de
cada vaso fueron contados diariamente, usando 3-4 alicuotas de 1 mL toda vez que no
fue posible realizar censos exhaustivos debido a las altas densidades poblacionales.
Posterior a ello, todos los rotiferos de cada vaso fueron transferidos a medio fresco con
alimento en la densidad establecida para cada nivel. Los experimentos de crecimiento

fueron finalizados después de 17-29 dias, cuando las poblaciones comenzaron a declinar.

Posteriormente se realizé un segundo experimento de iguales caracteristicas al
anterior, pero en lugar de utilizar medio fresco, se utilizé medio precondicionado con el
depredador A. brightwelli. Este medio EPA condicionado (Wallace et al. 2006) fue
preparado separadamente en regimen diario con Asplanchna en densidad de 0.1 ind-ml.-
L. El medio control consistié en agua precondicionada s6lo con la mezcla de rotfferos
que sirvieron de presa para el depredador. Cada dfa, individuos de Asplanchna fueron

removidos del medio con ayuda de un filtro de 50 pm. El medio fue entonces filtrado a
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través de un filtro de membrana de 0.45 pm, y el pH fue ajustado a 7.5 + 0.1. Los
experimentos de crecimiento fueron finalizados después de 15 dias, cuando las

poblaciones comenzaron a declinar.

Las trayectorias de densidad bajo distintas concentraciones de recurso fueron
comparadas mediante ANOVA de medidas repetidas, previa comprobacién de supuestos
de normalidad (prueba K-S), homocedasticidad (prueba de Levene) y esfericidad
(prueba de Mauchley). Se utiliz6 una trasformacién raiz cuadrada cuando los supuestos

no fueron satisfechos.

Se estimaron tasas intrinsecas de crecimiento poblacional para ambas especies y
en ambas condiciones (defendidos y no defendidos). La tasa intrinseca de crecimiento

poblacional fue estimada para intervalos diarios como

r=InN,—InN,_, €))

donde N..; y N; es densidad de rotiferos en dias consecutivos, excluyendo los 5 primeros
dias para prevenir una sobre-representacién de la fase inicial transiente. Se representd
In(N) vs. tiempo para cada réplica, y se identificé la regi6n lineal de cada trayectoria
maximizando un criterio de ajuste (R?). Se obtuvo un tnico valor de r para cada réplica
como el promedio de los valores diarios obtenidos mediante la ecuacién (1) para la

region lineal seleccionada.

Se ajust6 una curva Monod para la relacién entre densidad de recurso y tasa de
crecimiento de los herbivoros, mediante una regresi6n no lineal ejecutada en SPSS 15.0

para Windows, sobre la base de la siguiente ecuacién:
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— rmcx(R - Ra)

T

donde r es la tasa de crecimiento poblacional (d™) por réplica, estimada como se
menciono anteriormente, y R es concentracién experimental de recurso. Los pardmetros
de ajuste del modelo son: 7, la tasa médxima de crecimiento poblacional, R*,
concentracién de recurso para crecimiento poblacional 0, y K., la constante de Monod
(Rothhaupt 1993, Ciros-Perez et al 2001). Se realizé un test F para probar la

significancia de los umbrales R".

Experimentos de competicién entre dos herbivoros

Se utilizaron vasos precipitados de 250 ml. con 200 mL de medio. Cada vaso fue
inoculado con las dos especies de Brachionus en densidad de 1 ind-ml. para cada
especie, conteniendo el alga C. vulgaris en cuatro densidades diferentes: 0.25,05,1y2
10° cel-mL™.dfa™. Se utilizaron 32 contenedores experimentales (2 especies de rotiferos
X 4 niveles recurso x 4 réplicas). Los rotiferos de cada vaso fueron contados diariamente,
usando 3-4 alicuotas de 10 mL. Posterior a ello, todos los rotiferos de cada vaso fueron
transferidos a medio fresco con alimento en la densidad establecida para cada nivel. Los
experimentos de crecimiento fueron finalizados después de 17-29 dias, cuando las

poblaciones comenzaron a declinar.

Posteriormente, se realiz6 un segundo experimento de iguales caracteristicas al

anterior, pero en lugar de utilizar medio fresco, se utilizé medio precondicionado con A.
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brightwelli, preparado como se indic6 en el punto anterior. Las densidades de recurso
utilizadas fueron las mismas sefialadas en el experimento previo. Ambos experimentos
fueron finalizados cuando se observé exclusién de alguna de las dos especies o bien

cuando las densidades poblacionales se estabilizaron.

Las trayectorias de densidad poblacional de B. calyciflorus y B. havanaensis
fueron analizadas para coeficientes de variacién (CV) en el tiempo, y valores medios en
el tiempo (excluyendo los 6 primeros dfas de periodo transiente), mediante ANOVAs de

una via, previa revisién de los supuestos paramétricos.




Resultados

La trayectorias de densidad poblacional para distintas densidades de recurso difieren
significativamente en ambas especies de rotiferos (ANOVA de medidas repetidas,
P<0.001), tanto en las poblaciones cultivadas en medio fresco como en las poblaciones
cultivadas en medio con infoquimico, observandose un crecimiento mds acelerado, y
mayores méximos poblacionales con mayores niveles de recurso (ver Fig. 5 del

Apéndice) .

Las curvas estimadas de la relacién entre tasas de crecimiento de poblaciones de
rotiferos y concentraciones de alga, para ambas especies y para las dos condiciones
analizadas, son caracterizadas por un incremento asintético con la concentraciéon de
recurso, tendiendo a una tasa méxima de crecimiento poblacional (Figs. 1 y 2). Ambas
especies aumentan su umbral de recurso (R*) cuando estdn defendidas respecto de la
condicién sin defensa (ANOVA, P<0.05, Fig. 3A). Ademds, B. havanaensis presenta
una menor tasa maxima de crecimiento 7 cuando estd defendida. B. havanaensis
presenta menor R*, y un mayor valor de 74 que B. calyciflorus (Fig. 3B). De estos
resultados se predice que B. havanaensis debiera excluir a B. calyciflorus cuando
compiten por un recurso dnico. Sin embargo, no existen diferencias interespecificas en

ambos pardmetros cuando son cultivados con kairomona (Fig. 3).

Los experimentos de competicién muestran que con medio fresco, B.
havanaensis logré densidades medias mayores y més estables en baja densidad de

recurso (0.25 y 0.5-10° cel-mL™?), relativo a B. calyciflorus. Por otro lado, en alta
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densidad de recurso (1 y 2-10° cel-mL?) B. calyciflorus alcanza mayores densidades
medias, mientras las densidades de ambas especies son igualmente estables (Fig. 4A y

5A).

En medio con sefial de depredacién en cambio, la densidad media de B.
calyciflorus es mayor y més estable que la de B. havanaensis en todos los niveles de
recurso >0.5-10° cel-mL™. Con recurso bajo (0.25-10° cel-mL™") ambas especies tienden

a la extincién (Fig. 4B y 5B).
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Figura 1. Relaci6n entre densidad de recurso (C. vulgaris) y las tasas intrinsecas de
crecimiento de Brachionus calyciflorus: no defendido en linea continua y circulo lleno, y
defendido en linea segmentada y circulo vacio. Se indican parimetros de 7y, y R* para

ambas curvas.
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Figura 2. Relaci6n entre densidad de recurso (C. vulgaris) y las tasas intrinsecas de

crecimiento de Brachionus havanaensis: no defendido en linea continua y circulo lleno,

y defendido en linea segmentada y cfrculo vacio. Se indican pardmetros de ry,, y R*

para ambas curvas.
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induccién de defensa) y medio precondicionado con infoquimico del depredador A.
brightwelli (inductor de defensa). Las barras de error corresponden a IC 95%. Los
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asteriscos muestran diferencias significativas entre especies (ANOVA, P<0.05).
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Figura 4. Densidad poblacional media en experimentos de competencia entre B.
calyciflorus y B. havanaensis en: (A) medio fresco, y (B) medio precondicionado con
infoquimico de depredador. Barras de error corresponden a IC 95%. Asteriscos muestran

diferencias significativas entre especies (prueba de Tukey, P < 0.05).
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Figura 5. Coeficientes de variacién de las densidades poblacionales medias en
experimentos de competencia entre B. calyciflorus Y B. havanaensis en: (A) medio
fresco, y (B) medio precondicionado con infoquimico de depredador. Barras de error
corresponden a IC 95%. Asteriscos muestran diferencias significativas entre especies

(Tukey, P < 0.005).
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Discusién

Tanto B. calyciflorus como B. havanaensis, creciendo como poblaciones aisladas,
presentaron mayores umbrales de recurso en morfos defendidos respecto de los morfos
no inducidos. Este resultado indica la existencia de un compromiso entre la expresién de

defensas y la aptitud competitiva en rotiferos.

Bajo coexistencia de ambas poblaciones de herbivoros, la induccién de defensas
previene la dominancia de B. havanaensis en bajas densidades de recurso y disminuye
su estabilidad poblacional con alto recurso. En contraposicién, la induccién de defensas
favorece la dominancia de B. calyciflorus en gran parte del gradiente de recurso y
aumenta la estabilidad de su trayectoria en bajo recurso. Por tanto, se destacan los
efectos de la adicién de kairomona en bajos niveles de recurso: se extinguen ambas
especies herbivoras o éstas coexisten en densidades mds homogéneas. Esto concuerda
con la obtencién de valores semejantes de umbrales de recurso para las especies
inducidas. Al no existir una diferencia significativa entre umbrales de ambas especies,
éstas pueden considerarse competitivamente equivalentes y teéricamente podrian

coexistir (Tilman 1982).

En altas densidades de recurso sin embargo, cuando las abundancias de ambas
especies de herbfvoros alcanzan niveles mayores, los resultados difieren de lo esperado a
través del célculo de los umbrales. Una explicaci6n a ello es que si bien ambas especies
disminuyen su capacidad explotativa con la adicién de kairomona, B. havanaensis

también ve disminuida su tasa mdxima de crecimiento Tméx; €8 decir, su capacidad de
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crecimiento poblacional en altos niveles de recurso. Es esperable que especies con bajos
umbrales R* presenten bajas tasas méximas de crecimiento poblacional (7;;) y sean, por
tanto, exitosas en ambientes de bajo recurso. En oposicién, especies con altas tasas
méximas de crecimiento serdn capaces de explotar rdpidamente perfodos transitorios de
alta disponibilidad de recurso, pero debido a sus altos R* tendr4n un pobre desempefio
cuando las concentraciones de recurso son crénicamente bajas (Kirk 2002). En B.
calyciflorus la adicién de sefial de depredacién afecta esta relacién sélo a través del
aumento de R*, que lo convierte en mal competidor en bajo recurso, pero en el caso B.
havanaensis el incremento de R* y la disminucién de 7,4, conducidos por la respuesta
plastica, disminuye sus capacidades relativas tanto en bajo como en alto recurso. Su
defensa constituye por tanto una estrategia més costosa en términos de interacciones

ecoldgicas (“costo ambiental”, Tollrian & Harvell 1999),

Existen otros factores no relacionados directamente con la aptitud para explotar
recurso que influyen en el resultado de la competicién a mayores densidades, como son
la tolerancia relativa a altas densidades poblacionales (crowding) y la capacidad especie-
especifica de almacenamiento de recursos. Las densidades relativas de especies
competidoras (Romanovsky & Feniova 1985, Sarma et al 1996, Kirk 1997, Nandini et
al. 2002), asi como la resistencia a la inanicién (Kirk 1997, 2002, Kirk et al. 1999,
Merriman & Kirk 2000), se han reconocido como factores relevantes en el resultado de
la competicién entre especies. Cuando la disponibilidad de recurso cae bajo un nivel
umbral fisiologicamente definido, las reservas energéticas y la tasa respiratoria son

determinantes para la sobrevivencia y el éxito competitivo. En cultivos como los
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aplicados en este trabajo, tipo batch, el alimento es incorporado en pulsos diarios y su
disponibilidad decae en el lapso de 24 h. Especies de mayor tamafio soportan periodos
més prolongados de inanicién y en este caso, B. calyciflorus ha sido caracterizada como
una especie con mayores capacidades para soportar inanicién respecto de B. havanaensis

(Kirk 1997, Kirk et al. 1999).

Werner & Peacor (2003) sefialan que la sola presencia de un depredador puede
cambiar el efecto competitivo de una especie sobre otra, mediante la modificacién de
rasgos fenotipicos en las presas. Estudios teéricos (Matsuda et al. 1996, Krivan 1996,
1997, Fryxell & Lundberg 1998, Krivan & Schmitz 2004, Abrams 2007 y referencias) y
empiricos (Peacor 2002, Peacor & Wermer 1997, 2000, 2001, Werner 1991, Werner &
Anholt 1996, Werner & Peacor 2003) han sefialado que la presencia de rasgos dindmicos
conductuales, morfolégicos y de historia de vida, tales como defensas antidepredatorias,
pueden cambiar la forma funcional de las interacciones. Asi, la presencia no letal de
depredadores podria revertir el resultado de la competicién entre presas, sin afectar
directamente la densidad de ninguna de ellas. Nuestros resultados apoyan este postulado,
particularmente a baja densidad de recurso, donde se revierte la identidad de la especie
dominante a través de un aumento de la densidad media y la disminucién de las
oscilaciones poblacionales en el herbfvoro beneficiado. Confirmacién experimental de
una reversién de dominancia competitiva y estabilizacién son los trabajos de Werner &
Anholt (1996), Raimondi et al. (2000), Relyea (2000), Peacor & Werner (2001),
Verschoor et al. (2004) y van der Stap et al. (2008). Sin embargo, estos estudios no han

sido dirigidos a en orden a proponer un compromiso entre la plasticidad fenotipica y la
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resultante de la competicién. Nuestros resultados permiten evidenciar mecanismos que
se encuentran normalmente enmascarados dentro de los efectos netos del depredador
sobre la trama de interacciones. Actualmente existe una creciente evidencia respaldando
que los efectos no letales podrian contribuir fuertemente al efecto total de depredadores

(Peacor & Werner 2001).

Este trabajo confirma experimentalmente la existencia de consecuencias
comunitarias derivadas de la expresion de defensas inducibles. Particularmente,
mostramos un compromiso intra-especifico entre aptitud competitiva y expresién de
defensas, junto a la modificacién -recurso dependiente- del resultado competitivo entre
dos especies producto de efectos no-letales de la depredacién. Esto revela la ocurrencia
de mecanismos complejos de modificacién, tanto de la magnitud como del signo, de los
efectos inter-especificos; reforzando la visién cuantitativa y cualitativamente dindmica

de las redes de interacciones en comunidades naturales.
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CAPITULO II1
DEFENSAS INDUCIBLES COMO PROMOTORAS DE
COEXISTENCIA ENTRE COMPETIDORES

ZOOPLANCTONICOS
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Resumen

La depredacion es una interaccién biolGgica de potencial importancia en la
estructuracion de comunidades. La sola presencia de un depredador puede alterar los
efectos per cdpita de especies en interaccién. Esto revela la importancia de efectos no
letales, modificadores de rasgos en las presas, dentro del efecto neto de la depredacion.
Defensas inducibles corresponden a un cambio fenotipico en las presas como respuesta a
una sefial de depredacién, y han sido ampliamente documentadas en rotiferos. Estas
defensas podrian incrementar o disminuir la probabilidad del herbivoro presa de
coexistir con competidores superiores, dependiendo tanto de la intensidad de
depredaci6n, como de la disponibilidad de recursos.

En este trabajo se estimé experimentalmente el efecto de la induccién de
defensas sobre la densidad, uniformidad y la probabilidad de persistencia de dos
especies de herbivoros (Brachionus calyciflorus y B. havanaensis) que comparten
depredador (Asplanchna brightwelli) y recurso (Chlorella vulgaris). Para ello se aislaron
efectos letales de los netos a través de la manipulacién del nivel de sefial inductora en la
comunidad experimental. Nuestros resultados muestran que la induccién de defensas
antidepredatorias genera un efecto positivo sobre la coexistencia, estabilidad y
uniformidad de la densidad de los herbivoros. Estos resultados se discuten en términos

de proponer las defensas inducibles como promotoras de la diversidad.

Palabras clave: Efectos no-letales, diversidad, efectos indirectos, plasticidad fenotipica,

rotiferos.




85

Introduccion

La depredacién es una interaccién biolégica que puede resultar de importancia
fundamental en la estructuracién de comunidades, ya sea directamente mediante la
eliminaci6n local de especies, o indirectamente a través de la prevencién de la exclusién
competitiva (Paine 1966, Connell 1975, Chase et al. 2002, Chesson & Kuang 2008).

La adicién de un depredador usualmente reduce el tamafio poblacional de sus
presas, lo que permite el aumento de un recurso compartido por éstas (Chase ef al.
2002). Esto promoveria la coexistencia de presas competidoras que de ofra manera se
excluirian, debido a que la reduccién de las densidades de estas poblaciones disminuye
la intensidad de la competicién (Caswell 1978, Himback 1998, Abrams 1999). Sin
embargo, dependiendo de cémo actiian la depredacion y la competencia en estas epecies,
los efectos sobre la coexistencia podrfan ser positivos, negativos o ausentes (Chase ef al.
2002). De esta manera, exclusién competitiva podria afectar a uno u otro competidor
debido a aptitudes competitivas diferenciales (Leibold 1996), o a vulnerabilidad
diferencial de las presas frente al depredador, generada por polimorfismos (Verschoor ef
al. 2004, van der Stap et al. 2008), heterogeneidad espacial (Abrams et al. 1998), y
conductas de forrajeo 6ptimo (Himback 1998, Yamauchi & Yamamura 2005) o

switching (Abrams & Matsuda 1996).

Los depredadores, ademds del consumo que ejercen sobre las presas, también
interactian con ellas induciendo cambios en su fenotipo (efectos no letales), los que
pueden ejercer influencias importantes en las dindmicas depredador-presa (Bolnick &

Preisser 2005). Evidencia experimental sugiere que la sola presencia de un depredador




puede alterar los efectos competitivos per cdpita de una especie sobre otra (Werner
1991, Peacor & Wermner 1997, Relyea 2000), mds adn si el depredador se encuentra a
bajas densidades, y que los efectos indirectos totales se explicarfan en mayor medida por
los efectos indirectos mediados por rasgo (EIMR) mds que por los efectos indirectos
mediados por densidad (EIMD) (Werner & Peacor 2003, para estudios en el tema ver
Huang & Sih 1990, 1991, Werner 1991, Werner & Anholt 1996, Relyea 2001, Damiani

2005).

Las defensas inducibles (Harvell 1990) provienen de un cambio fenotipico en las
presas como respuesta a una sefial de depredacién. En rotiferos plancténicos se ha
documentado el desarrollo de defensas inducibles, a través de la formacién de espinas y
elongacién de apéndices en respuesta a los infoquimicos (kairomona) producidos por
distintos depredadores, como son: otros rotiferos (particularmente del género

Asplanchna) y copépodos (Gilbert 1966, 1999, Stemberger & Gilbert 1987).

Se ha explorado a nivel teérico (Ramos-Jiliberto & Gonzalez-Olivares 2000,
Ramos-Jiliberto ez al. 2002, 2008a, b, Ramos-Jiliberto 2003, Rinaldi et al 2004, Vos et
al. 2004a, b, Yamauchi & Yamamura 2005) el comportamiento de sistemas depredador-
presa y cadenas tritréficas donde el nivel intermedio presenta defensas del tipo
inducible. Sus resultados sugieren que la presencia de estas defensas tiene un efecto
estabilizante sobre los sistemas y promotor de la coexistencia de las especies. Sin
embargo, la contrastacién empirica de esos resultados ha sido escasa (Underwood &

Rausher 2002, Verschoor et al. 2004, van Veen et al. 2005, van der Stap et al. 2006,
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2007, 2008), particularmente en evaluar resultados dindmicos de defensas en niveles

tréficos especificos.

Acercamientos experimentales han evaluado el resultado neto de interacciones de
depredacion y competicién en rotiferos del género Brachionus en presencia de su
depredador Asplanchna (Halbach 1969, van der Stap e al. 2008, Yin & Niu 2008).
Estos antecedentes sugieren que la plasticidad fenotipica de la defensa inducible podria
incrementar la probabilidad del herbivoro de coexistir con su depredador, y ain de
coexistir con competidores superiores, dependiendo tanto de la intensidad de
depredacion, como de la disponibilidad de recursos. Sin embargo, estos estudios no
evalian el efecto competitivo de la expresién de defensas en una misma especie en la
que se midan efectos del morfo defendido y no defendido, lo que requiere
necesariamente aislar efectos letales y no letales del depredador sobre especies de
rotiferos. Este procedimiento tiene la dificultad de requerir de manipulacién previa para
la obtencién de un efecto tinicamente letal del depredador no induciendo defensas en las
presas. Probablemente esto ha contribuido a un limitado avance en estudios
experimentales que contrasten el efecto letal del depredador con el efecto neto del
depredador (modificador de rasgos y de densidad) sobre el resultado de la competicién,
por lo que la relevancia de la induccién de defensas en los rotiferos herbivoros como
factor modificador del resultado de la interaccién competicién/depredacién no ha sido

suficientemente comprendida.

Nuestro objetivo en este trabajo es estimar el efecto de la induccién de defensas

sobre la densidad, uniformidad y la probabilidad de persistencia de dos especies de
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herbivoros que comparten depredador y recurso. Para ello desarrollamos
experimentalmente un sistema modelo tritréfico de 4 especies: dos poblaciones de
rotiferos herbivoros (Brachionus calyciflorus y B. havanaensis) que comparten una
microalga como recurso nico (Chlorella vulgaris) y un depredador comiin (Asplanchna
brightwelli). A fin de evaluar las consecuencias de los efectos no-letales, fuimos capaces
de separar experimentalmente los efectos letales de los efectos netos del depredador a
través de la manipulacién del nivel de sefial inductora en la comunidad experimental.

Nuestros resultados muestran un efecto positivo de la defensa inducida sobre la

coexistencia y uniformidad de los herbivoros.
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Materiales y Métodos

Cultivo de especies experimentales

El depredador (Asplanchna brightwelli) y los herbivoros B. calyciflorus y B. havanensis
fueron aislados lagos templados de Chile Central: Tranque Pitama (33°27°S-70°49°0) y
Embalse Rapel (34°09°S-71°26’0). Se iniciaron cultivos clonales a partir de una tnica
hembra amictica y mantenidos bajo condiciones de laboratorio por dos meses previo a su
uso en experimentos. Tanto para mantener los cultivos como para llevar a cabo los
experimentos se utilizé agua dulce reconstituida (U.S. EPA).enriquecida con vitaminas:

100 mg-L’1 tiamina (B1), 0.5 mg-L‘1 biotina, and 0.5 mg-L'1 cianocobalamina (B12).

Los cultivos stock de rotiferos presa fueron alimentados diariamente con el alga
verde Chlorella vulgaris en una densidad de 0.5-10° cel-mL™, Ia que fue cultivada en
botellas de vidrio de 2 L, usando medio basal Bold (Borowitzka & Borowitzka 1988). El
alga fue cosechada en fase de crecimiento exponencial y centrifugada a 3000 rpm por 5

min. La densidad de alga fue estimada por recuento en una cimara Neubauer.

A. brightwelli fue cultivada en vasos de 500 mL y alimentada diariamente ad
libitum con una mezcla de presas del género Brachionus (B. calyciflorus, B. caudatus, B.
havanaensis y B. patulus). Las condiciones experimentales fueron: pH 7.5 + 0.1,
temperatura 25 + 0.5°C, e iluminacién fluorescente difusa, con un fotoperiodo de 12:12

I
(1:d). Los medios de cultivo de las poblaciones stock fueron reemplazados diarjamente.
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Experimentos competicién/depredacion

Se utilizaron vasos precipitados de 250 mL con 200 mL de medio. Cada vaso fue
inoculado con las dos especies de Brachionus (B. calyciflorus y B. havanaensis), cada
una en densidad de 1 ind-mL™, conteniendo microalga C. vulgaris en cuatro densidades
diferentes: 0.5, 1, 2 y 4 10° cel-mL'-dia. En experimentos previos se determiné las
densidades de depredador que permiten detectar efectos letales y efectos no-letales
(defensa inducible). Para un set de tratamientos, el depredador A. brightwelli fue
inoculado en densidad 0.005 ind-mL™”, que resulté suficientemente baja como para
obtener efectos letales, pero sin inducir variaciones morfolégicas. Se realiz6 en paralelo
un experimento de iguales caracteristicas al anterior, pero en lugar de utilizar medio
fresco, se utiliz6 medio precondicionado con A. brightwelli. Este medio EPA
condicionado (Wallace et al. 2006) por el depredador fue preparado separadamente en
regimen diario con Asplanchna en densidad de 0.1 ind-mL'l, densidad suficientemente
alta como para obtener morfos inducidos en ambas especies de herbivoros (ver Capitulo
D). El medio control consistié en agua precondicionada sélo con la mezcla de rotiferos
que sirvieron de presa para el depredador. Cada dia, individuos de Asplanchna fueron
removidos del medio con ayuda de un filtro de 50 pm. El medio fue entonces filtrado a
través de un filtro de membrana de 0.45 pm, y el pH fue ajustado a 7.5 + 0.1. Los
experimentos fueron iniciados con individuos extraidos de poblaciones stock cultivadas
en igual medio precondicionado por un perfodo de siete dfas previo al inicio del
experimento. Se utilizaron por tanto 32 contenedores experimentales: 2 niveles de

defensa (0-1) x 4 niveles recurso x 4 réplicas. Los rotiferos herbivoros de cada vaso
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fueron contados diariamente, usando 3-4 alicuotas de 10 mL. Posterior a ello, todos los
rotiferos de cada vaso fueron transferidos a medio fresco o medio precondicionado,
segin fuera el caso, con microalga en la densidad sefialada para cada nivel. El
depredador fue mantenido en densidad constante durante todo el experimento (0.005
Asplanchna-mL™). Los experimentos de crecimiento fueron finalizados después de 16

dias, cuando las poblaciones de brachiénidos comenzaron a declinar.

Las densidades poblacionales de B. calyciflorus y B. havanaensis fueron
analizadas en sus valores medios y coeficientes de variacién a través del tiempo
(excluyendo los 6 primeros dias de periodo transiente), mediante ANOVAs de una via,
previa revision de los supuestos paramétricos. En caso de haber diferencias

significativas, se realiz6 una prueba a posteriori Tukey.

Se estimo6 también el indice de diversidad de Shannon H’ diariamente en base a
las densidades de ambas especies, el cual refleja el grado de uniformidad de Ia
abundancia (Stiling 1996), Finalmente, se realizé un andlisis de viabilidad poblacional
(AVP) de acuerdo al método de Dennis et al. (1991) a fin de estimar la probabilidad de
extincién de cada réplica en un horizonte temporal de 60 dias. Se considerd una
poblacidn extinta aquella que presente una densidad inferior a 0.002 ind mL™. Para este
andlisis de elimin6 un periodo transiente de 4 dias. Las probabilidades de persistencia
(1-P(extincién)) fueron comparadas mediante ANOVA de 2 vias, siendo los factores

densidad de recurso y presencia de defensa, previa transformaci6n arcoseno.




92

Resultados

Las trayectorias de densidad poblacional de ambas especies se muestran en la Fig. 6 del
Apéndice. Sin induccion de defensas, la densidad poblacional de Brachionus
calyciflorus aumenta con la densidad de recurso, mientras que B. havanaensis alcanza su
mayor densidad con bajo recurso (Fig. 1A). Asimismo, las densidades de B. calyciflorus
muestran mayor variacién en bajo recurso, contratiamente a B. havanaensis cuya
densidad es mds estable en bajo recurso (Fig. 1C). Con induccién de defensas, los
valores medios de las densidades de ambas especies son homogéneos para todo el
gradiente de recurso (en torno a 0.5 ind-mL™7), registrdndose diferencias interespecificas
tan sélo en el mayor nivel de recurso. Asimismo, los coeficientes de variacién de ambas
especies disminuyen consistentemente con la induccién de defensa y no difieren entre

especies a lo largo del gradiente de recurso (Fig. 1).

La uniformidad lograda por la induccién de defensas se revela a través de la
evolucién de la diversidad H’ (Fig. 2). En ausencia de efectos no letales, la diversidad
declin6 a través del tiempo y de forma mds pronunciada a menores densidades de
recurso (Fig. 2A). Con defensas inducidas, el indice de diversidad permanece

virtualmente constante a lo largo del tiempo en todas las densidades de recurso.

Los resultados derivados del AVP (Fig. 3) muestran que la exhibicién de
defensas promueve un aumento significativo en la probabilidad de persistencia. Esto se

verifica para B. calyciflorus en todo el gradiente de recurso, y para B. havanaensis en
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todos los niveles de recurso salvo el menor, donde la probabilidad de persistir se

mantiene igualmente elevada (Fig. 3).
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efectos letales y no-letales. Barras de error corresponden a IC 95%, y asteriscos

muestran diferencias significativas entre especies (Tukey, P<0.005).
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y no-letales. Barras de error corresponden a IC 95%.
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Discusion

Los efectos no-letales de la depredacién de A. brightwelli sobre B. calyciflorus y B.
havanaensis exhibiendo defensas inducidas genera una homogenizacién entre las
densidades poblacionales de los herbivoros y una estabilizacién de su dindmica: altas
densidades disminuyen, bajas densidades aumentan, y las oscilaciones temporales
disminuyen, de manera tal que ambas especies se mantienen igualmente uniformes y
estables sobre un gradiente de recurso. Esta “equivalencia competitiva” mediada por
defensas inducidas determina un aumento de la probabilidad de persistencia de los
herbivoros en todos los niveles de recurso. Por otro lado, la dependencia que presentan -
en ausencia de efectos no-letales- la abundancia y la estabilidad de ambas poblaciones
respecto de la densidad del recurso es relajada tras la induccién de defensas
antidepredatorias.

La vision parcial de que la competicién por recurso limita la diversidad
constituye una sobresimplificacién cuando se aplica a sistemas ecolégicos realistas. En
sistemas tritr6ficos donde existe competicién y depredacién, es esperable una
interaccién entre ambas fuerzas, lo que harfa a estas relaciones tréficas igualmente
capaces de limitar o de promover diversidad de herbivoros (Chase et al. 2002, Chesson
& Kuang 2008). En nuestros resultados se muestra que B. havanaensis tiene una mayor
capacidad de crecimiento en bajo recurso. Sin embargo, la expresién de la defensa
inducida constituirfa una estrategia més costosa que para B. calyciflorus (Capitulo II), lo
que se evidencia con recurso escaso, donde la competicién es mayor. Sin embargo, tal

como se mostré en resultados previos (Capitulo I), B. havanaensis gana un mayor
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beneficio del desarrollo de defensas (menor consumo por parte del depredador), lo que
permite que con abundante recurso mantenga su densidad media, mientras B.

calyciflorus se ve disminuido.

Un aporte metodolégico de nuestro trabajo consisti6é en la manipulacién
experimental de las densidades de Asplanchna, probadas con el propésito de discriminar
entre efecto no-letal y efecto neto (letal y no-letal) del depredador. El procedimiento
planteado fue efectivo por cuanto la densidad de depredador letal (0.005
Asplanchna-mL™), fue suficiente para causar un efecto negativo sobre la densidad de
ambas presas, respecto de las densidades alcanzadas en iguales niveles de recurso sin
depredador (ver Fig. 4 Capitulo II), pero insuficiente como para causar cambios
morfoldgicos en las presas como consecuencia de la liberacién de infoquimicos al
medio. Por otra parte, la densidad de depredador no-letal (0.1 Asplanchna-mL™) fue
probadamente alta como para inducir cambios morfolégicos en ambas presas (ver
Capitulo I). Esta aproximaci6n permiti6 analizar separadamente el efecto de Ia presencia
de defensas sobre herbivoros compitiendo, del efecto de un depredador letal pero que no
induce defensas, lo que segin nuestro conocimiento no habfa sido probado

experimentalmente hasta ahora.

Respecto de la falta de relacién entre la dominancia de las especies y el nivel de
recurso, la probabilidad de coexistencia estarfa determinada por la particiéon de la
interaccién dominante (depredacién o competicién). En sistemas tritréficos serfa posible
en un amplio espectro de combinaciones posibles de partici6n de recursos o de

depredadores, pero atin sin existir particién en ningtin nivel, la coexistencia es posible si
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hay un compromiso entre sensibilidad al recurso y sensibilidad a la depredacién
(Chesson & Kuang 2008). A pesar de que la interacci6én de depredacién se ve debilitada,
debido a las defensas inducidas de las presas, el crecimiento de los herbivoros no
depende del recurso disponible. Esto sugiere una variacién en el consumo de recursos
por ambas especies cuando son inducidos a exhibir defensas. Si bien, aqui no fueron
evaluados costos de la defensa relacionados con el consumo de recurso, costos de
produccion de la defensa, y costos de adquisicién de informacién a nivel individual
(Relyea 2002), éstos podrian ser determinantes en la salida observada (Chase ef al.
2002).

Finalmente, nuestros resultados presentan una clara evidencia experimental de
promocién de la biodiversidad a través del aumento en la uniformidad y en la estabilidad
de poblaciones de herbivoros, producto del desarrollo de defensas inducibles. Como
consecuencias, las defensas inducidas son capaces de facilitar la coexistencia de especies
mediante ]a disminucién de la probabilidad de extincién estocdstica (Verschoor et al.
2004, van der Stap et al. 2008). Si bien los mecanismos especificos que generan las
salidas obtenidas no han sido clarificados, nuestros resultados constituyen un aporte al
entendimiento de la relevancia de la induccién de defensas en herbivoros como factor

modificador del resultado de las interacciones ecolégicas.
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En este trabajo de tesis se abord6 el estudio de las defensas inducibles desde una
perspectiva poblacional-comunitaria, mediante la cual se indagaron mecanismos por los
cuales los efectos del desarrollo de defensas inducidas en un nivel tréfico intermedio
promueven la coexistencia y sostienen la biodiversidad.

Para ello se planteé un sistema experimental de 4 especies y 3 niveles tréficos:
dos poblaciones de rotiferos herbivoros (Brachionus calyciflorus y B. havanaensis)
compartiendo un recurso tnico (Chlorella vulgaris) y un depredador natural de ambos
(Asplanchna  brightwelli). Ambas especies de herbivoros mostraron defensas
morfolGgicas efectivas ante la sefial de depredacién de A. brightwelli (Capitulo ).

En el capitulo I se evalug la existencia de un compromiso entre beneficio y costo
de defensas inducibles, de manera que se intent probar que especies que presentan
defensas més beneficiosas (mayor proteccién contra depredadores) y que generan un
menor costo (menor disminucién del crecimiento poblacional) son més reactivas a la
presencia de sefiales de depredadores. Nuestros resultados confirmaron la existencia de
costos asociados a la induccién de defensa en ausencia del depredador, reflejado a nivel
poblacional. Sin embargo, la especie més reactiva a la sefial (con menor tiempo de
exposicién y menor concentracién de infoquimico requeridos para la induccién de la
defensa), B. calyciflorus, presenté también una menor relacién beneficio/costo que B.
havanaensis. Este resultado contraintuitivo podfa ser explicado porque la reduccién de r
en un sistema aislado no deberia ser considerado como un indice exclusivo del costo de
la defensa en el ambiente natural.

En el capitulo I confirmamos la existencia de un compromiso entre formacién

de estructuras defensivas y aptitud competitiva, lo que se ve manifestado por los
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mayores umbrales de recurso en morfos defendidos respecto de los morfos no inducidos
tanto en B. calyciflorus como en B. havanaensis. La adicién de kairomona genera una
salida competitiva altamente dependiente de la densidad del recurso: existe reversién en
la dominancia competitiva en bajo recurso, tal como pronosticé la estimacién de
umbrales de recurso, no asi en alto recurso. Esta dependencia del nivel de recurso podrfa
deberse a la importancia no sélo de los umbrales como determinantes de las aptitudes
competitivas, sino también de r,,, en condiciones de recurso no limitante. Este resultado
sugiere que para B. havananesis, la respuesta plastica disminuye sus capacidades
relativas tanto en bajo como en alto recurso. Su defensa constituye por tanto una
estrategia mads costosa en términos de interacciones ecoldgicas (“costo ambiental”,
Tollrian & Harvell 1999).

En el sistema tritr6fico completo (Capitulo III), los efectos no-letales de la
depredacién de A. brightwelli sobre B. calyciflorus y B. havanaensis generan una
homogenizaci6n de las densidades de los herbivoros, favoreciendo densidades uniformes
y estables para ambos competidores sobre un gradiente de recurso. Estos procesos
sostienen un aumento de la probabilidad de persistencia de los herbivoros. Existe
también un debilitamiento de la interaccién de competicién mediada por recurso, dado
que densidades de los herbivoros logradas no dependen del nivel de recurso disponible.
En sistemas tritr6ficos la coexistencia es posible si hay un compromiso entre
sensibilidad al recurso y sensibilidad a la depredacién (Chesson & Kuang 2008), lo que
sugiere una variacion en el consumo de recurso de ambas especies como un efecto
lateral de la depredacién. Si bien aqui no fueron evaluados costos de la defensa

relacionados con el consumo de recurso, costos de produccién de la defensa, y costos de
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adquisicién de informaci6n a nivel individual (Relyea 2002), éstos podrian ser
determinantes en la salida observada (Chase et al. 2002). Esto constituye una medida,
ademas de las aqui evaluadas (cambios en las densidades promedios y en la probabilidad
de exclusién o coexistencia), sugerida para evaluar el cambio de la competicién al
incorporar un depredador (Chase e al. 2002).

En sistemas tritr6ficos donde existe competicién y depredacién, es esperable una
interacci6n entre ambas, lo que harfa a estas relaciones tréficas igualmente capaces de
limitar o de promover diversidad de herbivoros (Chase et al. 2002, Chesson & Kuang
2008). En nuestros resultados se muestra que B. havanaensis tiene una mayor capacidad
de crecimiento en bajo recurso, sin embargo, la expresién de la defensa inducida
constituiria una estrategia més costosa en términos de interacciones ecol6gicas que para
B. calyciflorus (Capitulo II). Sin embargo, tal como se mostr6 en el Capitulo L, B.
havanaensis gana un mayor beneficio del desarrollo de defensas que B. calyciflorus. En
consecuencia, magnitudes relativas de costo/beneficio de la defensa en un gradiente de
recurso, podrian determinar la co-dominancia observada entre herbivoros.

De igual manera se confirman las propiedades estabilizantes de las defensas
antidepredatorias inducibles mediante la disminucién de las oscilaciones poblacionales
en el herbivoro beneficiado en todos los sistemas analizados (depredacién no letal, y
depredaci6n neta) (Werner & Anholt 1996, Raimondi ez al. 2000, Relyea 2000, Peacor
& Werner 2001, Verschoor et al. (2004) y van der Stap et al. (2008).

Nuestros resultados confirman estudios teéricos (Matsuda et al. 1996, Krivan
1996, 1997, Fryxell & Lundberg 1998, Krivan & Schmitz 2004, Abrams 2007 y

referencias) y empiricos (Peacor 2002, Peacor & Werner 1997, 2000, 2001, Werner
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1991, Werner & Anholt 1996, Werner & Peacor 2003) que sefialan que la presencia de
rasgos dindmicos conductuales, morfolGgicos y de historia de vida, tales como defensas
antidepredatorias, pueden cambiar la forma funcional de las interacciones, y que la sola
presencia de un depredador puede cambiar el efecto competitivo de una especie sobre
otra (Werner & Peacor 2003). Sin embargo, estos estudios no evaldian el efecto
competitivo de la expresién de defensas en una especie con claros morfos defendidos y
no defendido, lo que requiere necesariamente aislar efectos letales y no letales del
depredador sobre especies de rotiferos. Probablemente la dificultad metodoldgica para
aislar ambos efectos ha mermado el mimero de estudios experimentales que contrasten
el efecto letal del depredador con el efecto neto del depredador (modificador de Tasgos y
de densidad) sobre el resultado de la competicién, por lo que la relevancia de la
induccién de defensas en los rotiferos herbivoros como factor modificador de la salida
de la interaccién competicién/depredacion no ha sido suficientemente comprendida.
Finalmente, este trabajo confirma experimentalmente la existencia de
consecuencias comunitarias derivadas de la expresién de defensas inducibles.
Particularmente, mostramos existencia de costos posibles de ser detectados a nivel
poblacional, (disminucién en r en poblaciones aisladas), asi como compromisos intra-
especifico entre aptitud competitiva y expresién de defensas. La relacién entre el costo y
el beneficio de desarrollar defensas es siempre recurso-dependiente, por lo que debieran
considerarse futuros estudios tendientes a evaluar la plasticidad de rasgos asociada a
costos dindmicos, en orden a distinguir escenarios donde la evolucién de las defensas
inducibles se hace més probable. Los efectos no letales modifican el resultado

competitivo entre dos especies (cambio de dominancia competitiva) y frente a un
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depredador letal favorecen la persistencia de los potenciales competidores, uniformando
las densidades de ambas.

Se refuerza por tanto la relevancia de las respuestas defensivas plésticas en la
estructuracién de comunidades simples, asi como de la utilidad de aproximaciones
experimentales-en orden a evaluar mecanismos no detectables en sistemas naturales ya
confirmar predicciones teéricas estableciendo una deseable conexién entre ambas
aproximaciones. Luego, nuestros resultados constituyen un aporte desde dos
perspectivas fundamentales: (1) se incrementa nuestra comprensién acerca de las
consecuencias de una modificacién de rasgos individuales en el funcionamiento
comunitario, y (2) se contribuye a generar una conexién entre resultados teéricos y
empiricos, dado que si bien en el 4mbito teérico ha habido importantes avances en el
estudio de las interacciones poblacionales, la escasez de contrastacién experimental ha

retrasado el sinergismo deseado entre estas dos aproximaciones.
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Figura 1. Cambios morfolégicos inducidos por infoquimicos del depredador Asplanchna
brightwelli en rotiferos herbivoros. A-C, Brachionus calyciflorus y D-F, B. havanaensis.
Ay D previo a la exposici6n al infoquimico, B y E tras 2 dias de exposicién a la sefial, y

C yF, tras 4 dias de exposicién a la sefial.
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Figura 2. Trayectorias de densidad poblacional de A) Brachionus calyciflorus y B)
Brachionus havanaensis en el tiempo, expuestos a infoquimico (kairomona) de
depredador, en niveles: control, 0.005, 0.1 y 0.5 Asplanchna-nﬁi};_&as;as de error

corresponden a IC 95%.
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Figura 3. Tasa intrinseca de crecimiento de poblaciones experimentales de A)

Brachionus calyciflorus, y B) Brachionus havanaensis expuestos seis concentraciones

de kairomona de depredador, obtenidas de agua precondicionada con seis densidades

distintas del depredador Asplanchna, més un control. Diferencias son sefialadas con

letras diferentes.
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Figura 4. Consumo de Asplanchna brightwelli sobre un gradiente de presas B.

calyciflorus en su condicién no defendida (A) y defendida (B), y B. havanaensis no

defendida (C) y defendida (D).
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Figura 5. Trayectorias de densidad poblacional de A) Brachionus calyciflorus y B)
Brachionus havanaensis en el tiempo, creciendo aisladamente en distintos niveles de

recurso: 0.25, 0.5, 1y 2-10° cel-mL™. Barras de error corresponden a IC 95%.
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Figura 6. Trayectorias de densidad poblacional de A) Brachionus calyciflorus en
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