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RESUMEN

En Venezuela existe una gran cantidad de sistemas acudticos, los cuales se han
estudiado en base a sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Para el Lago del
Circulo Militar no existen trabajos previos publicados sobre sus caracteristicas
limnolégicas, asi como tampoco de la comunidad de zooplancton que habitan en ese
sistema acudtico. Es por ello, que el objetivo de este proyecto fue estudiar las
variaciones temporales de la composicion y abundancia de la comunidad de
zooplancton en este lago artificial.

Para realizar este estudio, se estimaron las variables fisicoquimicas: temperatura,
oxigeno disuelto, pH, conductividad y transparencia del cuerpo de agua del lago, se
colectd el zooplancton y se determino la biomasa del fitoplancton.

La biomasa del fitoplancton estimada como concentracién de clorofila-a vario entre
3,92 pg/l (30 de abril) y 21,16 pg/l (14 de mayo) con una media de 11,96 + 7.27 pg/l.
Se identificaron 13 entidades taxondmicas representadas por los Cyclopoida, Cladocera,
Rotifera, Ostracoda y larva de Chironomidae (Diptera). El zooplancton de Lago del
Circulo Militar estuvo dominado por los copépodos, excepto en el mes de mayo cuando
los rotiferos fueron dominantes, mientras que los claddceros permanecieron en bajas
densidades durante el periodo de estudio al igual que los protozoarios y los ostracodos.
La abundancia del zooplancton en los estratos superficiales super6 en mas del doble la
abundancia de los estratos mds profundos en la mayoria de los casos, con valores entre
87 ind./l (9 de junio) y 420 ind./l1 (25 de junio). Considerando toda la columna de agua,
la abundancia total del zooplancton varié entre 55 ind./1 (9 de julio) y 203 ind./1 (25 de
junio), con una media de 146 + 53 ind./l, lo cual representa un valor moderado de
abundancia.

Entre los componentes del zooplancton se encuentra del copépodo Cyclopoida
Thermocyclops decipiens (Kiefer, 1929), siendo un organismo presente en gran
abundancia en los sistemas tropicales y un indicador del estado tréfico de éstos; por ello
se realizaron andlisis moleculares de este organismo. Estudios moleculares en este
copépodo no han sido realizados previamente en Venezuela, por lo que el mismo serd
de gran utilidad para conocer la secuencia molecular de esta especie en nuestro pais, y
en el futuro utilizar estos conocimientos como una herramienta en la sistemadtica de
copépodos en un ecosistema determinado. Para ello, se amplific6 la region del
espaciador interno transcrito ITS2 del ADN ribosomal de los individuos 7. decipiens
que se recolectaron en el lago, por medio de ensayos de PCR y secuenciacion.

La secuencia de la regiéon ITS2 del ADN ribisomal de T. decipiens, cuya secuencia
alineo 100% con las obtenidas en los estudios realizados en la misma especie en Brasil,
indicando que las técnicas moleculares empleadas en este trabajo fueron exitosas,
marcando asi las bases para el estudio molecular de copépodos presentes en cuerpos de
agua venezolanos.

Las técnicas moleculares son herramientas muy utiles en los estudios de la sistematica

de copépodos, por lo que estos resultados podran ser aplicados en el futuro cercano para
el andlisis taxonémico del zooplancton presente en cuerpos de agua venezolanos.
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INTRODUCCION

En la actualidad los ecosistemas acudticos representan los principales receptores de impactos
antrépicos, cuyas aguas se enriquecen con nutrientes esenciales como nitrégeno y fosforo, lo
cual es la causa de su eutrofizacién (Silva, 2003). Esto trae como consecuencia el cambio de
las condiciones fisicas y quimicas del ambiente en el cual se desarrolla una amplia variedad
de formas de vida, como lo es la comunidad plancténica.

El plancton constituye una de las principales comunidades de los cuerpos de agua dulce,
representando la unidad béasica de produccién de materia orgdnica en los ecosistemas
lénticos. Estos organismos se caracterizan por su tamafio pequeflo y por su limitada
capacidad de locomocién. Los componentes mas representativos del plancton dulceacuicola
comprenden las bacterias, algas, protozoarios, rotiferos, claddceros, copépodos y larvas de
dipteros como Chaoborus y Chironomidae entre otros (Infante, 1988).

Los crustaceos zooplancténicos, los cuales incluyen a los cladéceros y a los copépodos, son
componentes importantes dentro de estos ecosistemas, debido a que permiten el flujo de
energia y materia por constituir el vinculo principal entre el fitoplancton de talla pequena y
los carnivoros de gran tamafio como los peces (Horne y Goldman, 1994).

Estos crustdceos plancténicos estdn compuestos por branquidpodos y copépodos. De los
distintos 6rdenes de branquiépodos, los mds conocidos y estudiados son los claddceros, los
cuales son predominantemente dulceacuicolas y son pocas las especies marinas. Estos
organismos se caracterizan principalmente por su caparazén quitinoso que cubre y protege la
cabeza y el cuerpo. Poseen un tamafio comprendido entre los 0,2 y 3 mm (Wetzel, 2001).
En la regidn tordcica y abdominal el caparazén esta cerrado en el dorso y abierto en la parte
ventral, dando la apariencia de dos valvas, aunque en realidad es una sola pieza cuticular

plegada. El cuerpo de los cladéceros es transparente y no presenta segmentacién (Infante,



1988). El segundo par de antenas es un gran apéndice nadador y constituye el 6rgano
principal de locomocién (Wetzel, 2001). Por su parte, los copépodos son crusticeos mas
complejos, pudiéndose localizar en aguas continentales asi como también en aguas marinas.
En los ecosistemas tropicales, se han encontrado en los cuerpos de agua dulce a los érdenes
Calanoida, Cyclopoida y Harpacticoida. Los Calanoida en su mayoria son filtradores de
particulas finas, los Harpacticoida son benténicos y principalmente raspadores de vegetacidn,
mientras que los Cyclopoida se alimentan de pequefios invertebrados, larvas de peces y algas.
Las comunidades de copépodos representan un alimento importante para los peces
zooplantofagos, contribuyendo de esta manera al flujo de materia y energia dentro del
sistema.

Los rotiferos son organismos que muestran un amplio margen de variabilidad en sus
adaptaciones y variaciones morfolégicas. En su mayoria, la forma del cuerpo es alargado
distinguiéndose por tres regiones: cabeza, tronco y pie (Wetzel, 2001). El cuerpo estd
cubierto por una cuticula que puede ser delgada y flexible o puede estar provista de placas
rigidas cuyo nimero, forma y posicion son de gran utilidad en la sistemdtica (Infante, 1988).
En la cabeza la regidn oral estd rodeada por una o dos coronas de cilios cuyo movimiento
sirve tanto para la locomocidn, especialmente en las formas plancténicas, como para crear un
movimiento direccional de particulas hacia el interior de la boca para la alimentacion
(Wetzel, 2001). Los rotiferos plancténicos viven en aguas bien oxigenadas y son escasos en
zonas donde la concentracidn de oxigeno es baja (Infante, 1988).

Los protozoarios son organismos unicelulares como también pueden reunirse en colonias. Su
tamafio varia desde unos pocos micrometros hasta algunos milimetros, alimentdndose
principalmente de bacterias y pequefias algas del plancton, como también de otros

protozoarios (Infante, 1988).



Todos estos organismos zooplancténicos poseen una distribucion espacial y temporal influida
por una serie de factores abidticos y bidticos. Dentro de los factores abidticos se encuentran
la temperatura, radiacién solar, disponibilidad de nutrientes, velocidad del viento,
movimientos de las aguas y precipitaciones, siendo este tltimo un factor importante en las
regiones tropicales (Infante, 1988). Entre los factores bidticos se encuentran la relacién con
el fitoplancton que le sirve de alimento, con los animales de otras especies que actiian como
presas o como depredadores, y la relacién con los individuos de la misma especie, como por
ejemplo la competencia por el alimento.

En cuanto a la distribucién espacial de la comunidad de zooplancton en un cuerpo de agua,
ésta se puede separar en dos componentes: la distribucién vertical y la distribucién
horizontal. La distribucién vertical del plancton depende en alto grado de los periodos de
estratificacion y mezcla (Infante, 1998). En el caso de ecosistemas 1énticos como lagos y
embalses, éstos presentan una columna de agua estratificada, proporcionando gradientes
verticales en cuanto a la calidad del hébitat para el zooplancton. Los estratos superficiales
(epilimnion) y las zonas profundas (hipolimnion) se separan por una capa donde la
temperatura cambia rdpidamente con la profundidad (termoclina), presentdndose un gradiente
de densidad. Estos estratos difieren entre si con respecto a la temperatura, luz, disponibilidad
del alimento y riesgo de depredacién (Horne y Goldman, 1994). Durante la circulacién
profunda hay una mayor homogeneidad ambiental debido a la mezcla de las capas de agua en
el sistema acudtico, lo cual conlleva a una distribucién vertical mas uniforme (Infante, 1988).
La luz es uno de los principales estimulos para la distribucién vertical (Wetzel, 2001). La
disponibilidad de luz junto con los nutrientes limitan la produccién del fitoplancton, que a su
vez afectan a las comunidades de zooplancton, ya que el fitoplancton es el principal alimento
de los organismos zooplancténicos (Infante, 1988). La concentracién del oxigeno disuelto en

los cuerpos de agua también influye en la distribucion vertical, ya que la concentracion de



mismo marca el limite hasta donde alcanzan a vivir las comunidades zooplancténicos
(Infante, 1988). Esto se debe a que el oxigeno disuelto es esencial para metabolismo de
todos los organismos acuéticos que presentan una respiracion de tipo aerébica. Por lo tanto,
las propiedades de la distribucion del oxigeno disuelto en los lagos son esenciales para
comprender la distribucidn, el comportamiento y crecimiento fisiolégico de los organismos
acuaticos (Carrillo, 2001).

La migracion vertical también afecta la distribucién vertical de la comunidad de
zooplancton. Consiste en un cambio del habitat en respuesta al beneficio que esto produce.
El zooplancton de talla grande abandona el epilimnion célido, iluminado y a menudo rico en
alimentos durante el dia y se dirige al hipolimnion frio y oscuro, donde el alimento puede
estar en bajas cantidades; de esta manera evita la depredacién por parte de los depredadores
visuales como los peces. La comunidad zooplanctdnica regresa a las capas superficiales en
la noche cuando el riesgo de depredacién es menor (Wetzel, 2001). Estos movimientos
varian segin las condiciones del cuerpo de agua en relacién con la luz, estacion, edad y sexo
de las especies, siendo las hembras las que presentan mayores extensiones de sus
migraciones comparadas con los machos (Wetzel, 2001).

Por otra parte, la distribucion horizontal del zooplancton estd basada en la variable espacio y
este factor ha sido poco investigado. La migracién horizontal que presentan algunas especies
de zooplancton genera diferencias en cuanto a su distribucion en el gradiente longitudinal.
Esta migracion consiste en que durante el transcurso del dia, los organismos zooplancténicos
se mantienen refugiados en la vegetacion, donde los peces de pequefio tamafio presentan
dificultades para depredarlo. Una vez llegada la noche, cuando el riesgo de depredacién
disminuye, el zooplancton migra hacia las zonas de aguas abiertas (Siebeck, 1964). Uno de
los factores que afecta la distribucién horizontal de la comunidad de zooplancton es la

disponibilidad de alimento. Cuando los recursos fitoplancténicos son limitados por la



turbidez, el zooplancton puede consumir varios alimentos alternativos como el detrito
organico y bacterias. Ademads, el crecimiento y reproduccion del zooplancton dependen de la
composicion quimica (contenido de nitrégeno y fésforo) del alimento que consume (Blanco,
2003).

La comunidad plancténica interactiia tanto con el medio abidtico como con los otros
organismos que forman parte del cuerpo de agua. La forma de interaccién entre los
organismos y su medio fisico o con otras especies, determinan la densidad poblacional y la
estructura espacial y temporal de las comunidades (Infante, 1988).

El zooplancton constituye un eslabdn clave en la trama tréfica de los sistemas acudticos, por
lo que el estudio de la dindmica de la comunidad del zooplancton puede constituir una
herramienta importante en el andlisis del funcionamiento de los ecosistemas y en
establecimiento de pautas de manejos y usos (Gonzdlez y col., 2002). Este es el caso de
lagos artificiales, donde la continua accién antropica ejerce efectos variables sobre el
ambiente acudtico. Entre estos efectos, el més directo es la variacion de la composicién de
las especies fitoplanctonicas, asi como también la presencia de bacterias y detrito en el
ambiente, de manera tal que la calidad y la cantidad de los alimentos disponibles para la
comunidad de zooplancton favorece a especies de tamafio pequefio, como Thermocyclops
decipiens (Kiefer, 1929) (Guimaries y col., 2007) (Fig. 1). Estos copépodos son miembros
de Phylum Artropoda, Subphylum Crustacea. Los andlisis de las diferencias morfolégicas de
los individuos de T. decipiens los ubican dentro de la clase Maxillopoda y el orden
Cyclopoida. Se encuentran presentes en muchos cuerpos de agua tropicales, representando
un componente importante en la biomasa de zooplancton (Silva y Matsumura-Tundisi, 2005).
Es una especie de alta adaptabilidad para colonizar nuevos ambientes, como embalses y

cuerpos de agua artificiales (Guimarédes y col., 2007).



Fig.1. Ejemplar de Thermocyclops decipiens.

Silva y Matsumura-Tundisi (2005), por medio de estudios morfolégicos diferenciales,
pudieron caracterizar las comunidades de T. decipiens en cuerpos de aguas brasilefios,
determinando que las caracteristicas anatémicas claves de estos organismos para su
reconocimiento son su esclerito distal en el cuarto apéndice toraxico, con espinas
ornamentales prominentes en los margenes distales y un tercer endopodito con una espina

apical 2,4 veces mds larga que la interna (Fig. 2).

50 pm

Fig. 2. Coxopodito y esclerito intercostal del cuarto apéndice tordxico de T. decipiens. La flecha indica las
ornamentaciones en el margen distal (Tomado de Silva, 2003).

El receptiaculo seminal de las hembras posee proyecciones laterales ligeramente curvadas en

las partes distal y proximal (Fig. 3).
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Fig. 3. Receptdculo seminal de T. decipiens (Tomado de Silva, 2003).

En la figura 4, se observan sus apéndices caudales, los cuales son 2,28 veces mas largos que
anchos, sus cerdas laterales estin muy cercanas al margen distal y por ultimo, las cerdas

internas son tres veces mas largas que las internas (Silva y Matsumura-Tundisi, 2005).

W
Fig. 4. Apéndices caudales de T. decipiens (Tomado de Silva, 2003).

Estos organismos existen en hdbitats tales como charcas, embalses, estanques, lagos y
pantanos (Gaviria y Aranguren, 2007). Es una especie Pantropical, euritépica en lagos,
pantanos y aguas effmeras, ampliamente distribuida en Asia, Africa, Centro y Sur América,
donde tiende a ser dominante en la comunidad de crusticeos de ambientes acudticos
mesotrdficos a eutréficos (Lopez y Bello, 1993). El aumento del estado tréfico de cuerpos de

agua como lagos o embalses, parece determinar la ocurrencia de T. decipiens en estos



ambientes (Guimarées y col., 2007). En la region Neotropical su presencia es escasa, pero se
distribuyen ampliamente en Las Antillas, Colombia, Venezuela y Brasil (Guimarées y col.,
2007). Los individuos de T. decipiens poseen hdbitos de alimentacion omnivora y digieren
algas verde azules, alimentindose también de otros macroinvertebrados plancténicos y
benténicos (Leitdo y col., 2006). También se alimentan de organismos como los nauplios,
rotiferos y cladéceros (Andrade y Lépez, 2005). Los individuos de 7. decipiens son capaces
de compensar las pérdidas por depredacion mediante la reproduccién, de forma tal que
coexisten continuamente con los depredadores (L6pez y Bello, 1993).

El tamafio de los copépodos varia de 0,3 a 5 mm, siendo la mayoria de las especies cercanas
a 1 mm. Estudios realizados en Brasil han revelado que las hembras adultas de T. decipiens
tienen un tamafio promedio de 823 + 21 pum (Silva y Matsumura-Tundisi, 2005). Esta
especie acudtica, por ser de tamaflo pequefio, posee un ciclo de vida corto (Silva, 2003). Los
crustdceos planctonicos tropicales poseen un rapido desarrollo y su tiempo de generacional
usualmente menor a una semana.

Los conocimientos de citogenética sobre el nimero de cromosomas, el tamafio del ADN y
los patrones de pérdida de cromatina han constituido una herramienta en la taxonomia de los
copépodos Cyclopoida (Silva, 2003). La disminucién de la cromatina es la pérdida de
regiones cromosomales seleccionadas durante la diferenciacion de las células embriogénicas
tempranas a células sométicas. Este hecho ha sido descrito en los taxa de variados ciliados,
copépodos, insectos, nemdtodos y mixinos (Drouin, 2006). La naturaleza del ADN
eliminado ha sido ampliamente estudiada en estos grupos. Sin embargo, el estudio de estos
organismos ha estado limitado debido al tamafio pequefio de los copépodos, lo cual hace
dificil obtener suficiente cantidad de ADN de las células embridnica tempranas para la
clonacién y secuenciacion (Drouin, 2006). La cantidad de ADN eliminado durante la

disminucién de cromatina puede variar mucho entre las especies. Estudios citoldgicos



muestran que la heterocromatina cubre la mayoria del ADN eliminado en los copépodos
(Drouin, 2006).

Una herramienta molecular para la taxonomia de todos los seres vivos y aplicada a los
copépodos, ha sido el estudio de las secuencias de ADN de los Espaciadores Internos
Transcritos de los genes ribosomales (ITS, de sus siglas en inglés Internal Transcribed
Spacer). Esta region ha sido ampliamente utilizada para el esclarecimiento de las relaciones
existentes entre taxa a niveles inter e intragénicos, asi como intraespecificos (Buckler y
Holtsford, 1996). El andlisis molecular de la regioén de los Espaciadores Internos Transcritos
ha sido considerado como una fuente ttil para estudios filogenéticos. El ADN que codifica
para los ARN ribosomales es una familia de genes multicopia, que existen como uno o mas
arreglos en tindem de unidades transcripcionales por célula, en las cuales la evolucién
concertada propagé rapidamente las mutaciones a todos los miembros de la familia genética,
incluso si los arreglos estaban localizados en diferentes cromosomas (Li y Wilkerson, 2007).
Los genes ribosomales y sus regiones espaciadoras asociadas, que en conjunto son llamados
ADN ribosomal nuclear (ntADN), han sido ampliamente utilizados, ya que permiten la
inferencia de relaciones filogenéticas entre taxas debido a que presentan secuencias de bases
con porcentajes muy altos de homologia intraespecies (Aguilar, 2002).

En la figura 5 se puede observar el arreglo del ADN ribosomal nuclear de un genoma
eucariotico, tipicamente consiste de unidades transcripcionales repetidas, cada una de ellas se
compone de la unidad transcrita y de la regién de los espaciadores externos no transcritos.
En eucariotas, generalmente existen tres o cuatro subunidades de ARN ribosomal (188, 5.8S,
28S). Cada unidad transcrita estd compuesta del gen espaciador que codifica para la
subunidad 18S, un espaciador interno transcrito (ITS1), el gen para la subunidad 5.8S, un

ITS2 y el gen para la subunidad 28S (Li y Wilkerson, 2007).



18s 5.8s 28s 5s

Fig. 5. Regién de los espaciadores internos transcritos (ITS) del ADN ribosomal.

La evolucion concertada y la recombinacion sexual tienden a promover la uniformidad de los
ITS dentro de los individuos de una poblacidn, es por ello que poseen estructuras
conservadas importantes en los genes de los ribosomas maduros (Li y Wilkerson, 2007).

La secuencia de rADN es una fuente valiosa de informacion, debido a que las regiones que
producen los ARN ribosomales son muy conservadas. Los espaciadores transcritos y no
transcritos poseen alta interespecificidad y baja variedad intraespecifica, haciéndolas util para
explicar las relaciones de especies y también constituyen una base para la identificacion de
especies morfoldgicamente similares (Li y Wilkerson, 2007). Las regiones de ITS1 e ITS2
han sido utilizadas extensivamente en reconstrucciones filogenéticas de complejos de
especies muy relacionadas, asi como también el desarrollo de marcadores basados en el PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa) especie-especifico (Li y Wilkerson, 2007). Como
ambas regiones ITS1 e ITS2 se encuentran flanqueando la subunidad 5.8S, la cual es una
subunidad muy conservada, la probabilidad de obtener un producto de amplificacién de esta
region en el proceso de PCR es muy alta. Puesto que la subunidad 5.8S exhibe niveles muy
bajos de variacion en su secuencia, las cortas regiones de ITS1 e ITS2 son ttiles para la
taxonomia molecular entre géneros y especies relacionadas (Aguilar, 2002).

Las secuencias del ITS2 tienen la variacién suficiente como para diagnosticar linajes a
diferentes niveles jerarquicos, ya que se mantienen mds conservadas entre las especies
(Hershkovitz y Zimmer, 1996) y es muy variable entre diferentes especies. Debido a esto, se
utiliza esta regioén para la identificacion de niveles mds préximos, como géneros y especies

(Silva, 2003).
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Algunos estudios filogenéticos basados en la secuencia de la regién de ITS2 fueron
realizados con éxito para algunos grupos de Arthropoda como Acari, Hymenoptera e
Isopoda, posibilitando la distincidn entre especies y grupos aislados (Silva, 2003).  Estos
estudios se realizaron con la técnica de PCR, que consiste en la amplificacién de un
fragmento del ADN de interés. En esta técnica se utiliza la propiedad natural de la ADN
polimerasa (enzima que cataliza la sintesis de ADN) para replicar hebras de ADN. En el
procedimiento se alternan ciclos de bajas y altas temperaturas que permiten separar las
cadenas dobles de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion, para que se

unan nuevamente a iniciadores especificos y asi volver a ser replicadas.

El conocimiento sobre la variabilidad de la estructura de la comunidad de zooplancton a
diferentes escalas es la base para entender y cuantificar los cambios en el ecosistema a través
del tiempo en funcién de los cambios ambientales naturales o antrépicos, lo cual es de gran
importancia para el mejoramiento del uso y manejo de los sistemas acuéticos.

Venezuela, como pais tropical, posee una gran cantidad de ecosistemas acudticos en los
cuales las comunidades de zooplancton se desarrollan extensamente. Entre estas
comunidades, las especies de copépodos Cyclopoida son las mds abundantes y de mayor
éxito en los ecosistemas dulceacuicolas. Entre los Cyclopoida, la especie Thermocyclops
decipiens es dominante en sistemas eutréficos. Debido a este hecho, este organismo podria
ser usado como una especie indicadora de ambientes eutréficos y de aguas de calidad baja,
constituyendo una importante herramienta para el biomonitoreo de ecosistemas acudticos
(Guimardes y col.,, 2007). Un estudio taxonémico de 7. decipiens puede ser de vital
importancia para la caracterizacién de un ecosistema acudtico. Estudios moleculares en 7.
decipiens sdlo se han realizado en conjunto en especies presentes en sistemas acudticos de

Estados Unidos y Brasil. Sin embargo, no se han realizado este tipo de estudios en los
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organismos presentes en ecosistemas venezolanos. El anélisis de las secuencias de ITS2 del
rADN de estos individuos podria ser de gran utilidad para identificar individuos 7. decipiens
presentes en los ecosistemas acudticos de nuestro pafs, y asi utilizar estos conocimientos
como base para la taxonomia molecular en linajes de copépodos en un ecosistema

determinado.
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ANTECEDENTES

1.- Estudios ecolégicos en Thermocyclops decipiens

En muchos cuerpos de agua tropicales, 7. decipiens representa la especie méds abundante del
zooplancton. A pesar de la presencia de este género en América de Sur, su alta abundancia
no ha sido reportada en este continente, comparado con los continentes Africano y Asidtico
(Silva y Matsumura-Tundisi, 2005).

Silva y Matsumura-Tundisi (2005), en estudios realizados en cuerpos de agua del estado Sao
Paulo de Brasil, encontraron que entre los Cyclopoida, el genero Thermocyclops es
caracteristico de la region limnética de los lagos, donde por lo general T. decipiens es la
especie mas abundante, teniendo una amplia distribucién geografica en las zonas tropicales,
dominando en embalses oligo-mesotréficos y en aguas eutrdficas (Silva y Matsumura-
Tundisi, 2005).

Otro estudio realizado en el estado de Ceara en Brasil por Leitdo y col. (2006), revel6 que la
abundancia de esta especie también se ve afectada por las lluvias, cuando ocurre una
supersaturacion del oxigeno disuelto en los cuerpos de agua, gracias a la accién del viento
que mezcla la columna de agua, asi como también por la actividad fotosintética del
fitoplancton en la oxigenacion de la zona trofogénica (Leitdo y col., 2006). Debido a todos
estos factores, la abundancia de 7. decipiens aumenta marcadamente en los periodos de
Iluvias en los cuerpos de agua dulce someros. Estos periodos de lluvias, caracterizados por
los fuertes vientos, son ideales para la reproduccién de estos organismos. Las perturbaciones
causadas por estas fuerzas pueden inducir a cambios en los cuerpos de agua, promoviendo un
aumento en la disponibilidad de alimentos para el zooplancton por medio de cargas externas

e internas de los afluentes y por la resuspension de sedimentos (Leitdo y col., 2006).
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Guimardes y col. (2007), encontraron que la alta abundancia de copépodos Cyclopoida en
sistemas eutrdficos esta relacionada con florecimientos de cianobacterias que forman grandes
colonias, donde s6lo estos copépodos, con hébitos alimenticios raspadores, podian consumir
estas algas, representando asi una importante fuente de alimento complementaria para estos
organismos. La distribucion de la especie T. decipiens esta relacionada con las condiciones
ambientales predominantes del habitat. Esta especie predomina en cuerpos de agua con altas
concentraciones de fosforo, asi como también en aguas con marcadas concentraciones de
fosfato y clorofila (Guimardes y col. 2007). Igualmente, T. decipiens ha sido registrada cerca
de los tributarios donde los valores de conductividad eléctrica son altos y existen valores
bajos de transparencia del agua. De esta manera, se corrobora que la dominancia de T.
decipiens en un cuerpo de agua estd altamente relacionada con el estado tréfico del mismo,

presentando sus mayores abundancias en aguas eutrdficas.

2.- Estudios moleculares en copépodos.

Los estudios moleculares realizados en estos organismos han sido en su mayoria referentes a
la pérdida de cromatina, a fines de estudiar su organizacién filogenética y la evolucién de
este grupo taxonémico (Silva, 2003). Estos estudios han permitido diferenciar especies de
copépodos Cyclopoida que antes se consideraban de la misma especie por ser
morfoldgicamente iguales. Este fue el caso de los estudios realizados por Grishanin y
Akif’ev (1999) con individuos de Cyclops strennus de dos poblaciones diferentes, una
recolectada en lagos alemanes y la otra en lagos rusos. A pesar que eran morfoldgicamente
semejantes se consideraron especies diferentes, pues poseian tiempos de disminucién de
cromatina distintos y eliminaban cantidades diferentes de cromatina, ademads no poseian la

misma cantidad de cromosomas, hecho que complica el intercruzamiento entre las especies.
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Por otra parte, los andlisis moleculares de los ITS en copépodos se han realizado en los
ordenes Cyclopoida y Calanoida. Estos estudios se han efectuado con poblaciones de estos
copépodos pertenecientes a lagos de Brasil y de Estados Unidos, mostrando una gran
variacion interespecifica de la regién ITS y baja o ninguna variacién intraespecifica,
demostrando asi que el andlisis de esta regién ITS es util en la taxonomia de copépodos
(Silva, 2003).

Silva, (2003) estudié 207 pares de bases de la regién ITS2 en la poblacién de la especie
Thermocyclops decipiens presentes en ecosistemas acudticos de Brasil a través del anélisis de
las secuencias de esta region, cuyos resultados establecieron bases en la identificacién de las

especies a través de este método, asi como también en el andlisis de su filogenia.

3.- Estudios en sistemas acuaticos y Thermocyclops decipiens en Venezuela

Saunders y Lewis (1988) realizaron estudios en el Lago de Valencia (Venezuela), el cual esta
sometido a efectos antrépicos, estando rodeado por dos grandes ciudades, Valencia y
Maracay ubicadas en sus costas. La mayoria de los desperdicios de estas ciudades terminan
en el lago aumentando la carga de nutrientes como fésforo y nitrogeno. Estos investigadores
encontraron que en respuesta a esta alta carga de nutrientes, la comunidad de fitoplancton es
altamente productiva, permitiendo la presencia de 7. decipiens en altas densidades.

Esta misma situacion fue observada por Ldépez y colaboradores (2001) en ecosistemas
acudticos de Venezuela, observando que las poblaciones de copépodos mds abundantes
fueron de Thermocyclops decipiens, Thermocyclops minutus y Notodiaptomus sp. T.
decipiens tiende a ser la especie dominante en estos ambientes acudticos. Asi mismo, se
observd que los cambios temporales de la biomasa en estos ambientes estuvieron

determinados por la biomasa de los copépodos. Los organismos de T. decipiens en estos
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embalses mostraron sus maximos valores de biomasa en los periodos de precipitacién
moderada (Lépez y Bello, 1993; Lépez y col., 2001).

Por su parte, Carrillo (2001), realizé un estudio en el embalse La Mariposa (Distrito Capital),
reportando que la columna de agua siempre estuvo oxigenada, especialmente en los estratos
superficiales debido a la acumulacién de las algas que liberaron oxigeno al medio como
producto final del proceso fotosintético favorecido por las altas temperaturas. Ademds, las
concentraciones de oxigeno disuelto en este embalse se deben a dos factores: el bajo tiempo
tedrico de residencia de las aguas (dado que en 12 dias es renovada completamente el agua
de la cuenca) y el bombeo continuo de agua, proveniente del sistema Tuy que introduce agua
en el cauce del rio El Valle. Carrillo también registré un aumento gradual del nitrégeno total
durante el periodo de estudio en los diferentes estratos de la columna de agua. Este aumento
gradual se debié probablemente al aporte proveniente de sus principales tributarios, asi como
también por escorrentia desde las zonas aledafias y por el bombeo de agua de otros embalses.
Otro elemento importante que influyé en el metabolismo del embalse fue el fésforo, el cual
presenté la misma tendencia descrita para el nitrogeno. Las comunidades de fitoplancton
respondieron directamente al aumento de las concentraciones de nitrégeno total y fésforo
total, aumentando su biomasa dentro del cuerpo de agua. En cuanto a la comunidad de
zooplancton, tanto las estaciones limnéticas como en las litorales se encontraron dominadas
por los copépodos Cyclopoida durante el periodo de estudio, lo cual es caracteristico de
aguas eutrofizadas.

Por otro lado, Blanco (2003) encontré que en el embalse Agua Fria del estado Miranda, el
cuerpo de agua presentaba condiciones de anoxia a partir de los 12 m de profundidad
coincidiendo con el final de la época de sequia. Durante este tiempo, se encontrd la mayor
proporcién de adultos de copépodos Cyclopoida, presentdndose una gran cantidad de

nauplios durante este periodo climitico, lo que podria indicar que estos copépodos se
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reprodujeron intensamente durante este tiempo. De igual manera, durante la época de
lluvias, los Cyclopoida fueron abundantes, lo cual pudiera estar relacionado con la
disponibilidad de alimento y con las condiciones ambientales asociadas.

Gavidia (2004), analiz6 las condiciones del embalse Tierra Blanca del estado Guaérico, el cual
presentaba una baja concentracion de oxigeno disuelto en las capas profundas del embalse.
Igualmente, los estratos superficiales presentaron bajos valores de concentracién de
nitrégeno total, esto pudo deberse al efecto de dilucidn por el bombeo de agua. Al igual que
el nitrogeno, lo que concentraciones de fosforo total fueron mayores en los estratos
profundos que en los superficiales, lo cual pudiera estar relacionado con las bajas
concentraciones de oxigeno en el hipolimnion, lo que permitiria su liberacion desde los
sedimentos, ademds de la resuspension por el bombeo de agua al embalse. Debido a estas
condiciones, los copépodos Cyclopoida se distribuyeron mayormente en el estrato superficial
de 0 a2 m y de 2-4m. Los mayores valores de abundancia coincidieron con los maximos
valores promedios de clorofila-a. En los meses de estudio, cuando la abundancia de
zooplancton presentd una disminucidn dristica, también se registré la disminucién de la
biomasa de fitoplancton, coincidiendo con los menores valores de oxigeno disuelto en toda la
columna de agua. En cuanto a la biomasa del zooplancton, los copépodos, por su mayor
tamafio y su mayor abundancia en la mayoria de los meses de estudio, parecieron ser los
responsables por el mayor porcentaje de biomasa total del zooplancton. El hecho que los
copépodos presentaran sus mayores abundancias en los estratos de 0-2 m y de 2-4 m pudiera
indicar una menor presion por parte de los depredadores visuales que la ejercida sobre los
claddceros, los cuales presentaron sus mayores abundancias en el estrato de 4-6 m.

Merayo (2007), realiz6 un estudio de abundancia de zooplancton en el embalse Clavellinos
en el estado Sucre, encontrando que existe una mayor abundancia de organismos en estratos

superficiales, coincidiendo con el hecho que estos estratos presentaban la mayor
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concentracion de oxigeno disuelto. Los copépodos demostraron una distribucion mas amplia
en las distintas profundidades, seguido por los rotiferos, cladéceros y por ultimo los
ostrdcodos. Durante este estudio, la comunidad de zooplancton estuvo dominada por la
especie Thermocyclops decipiens, representando en promedio el 61% del total de los
organismos zooplancténicos.

Los estudios taxonémicos en Venezuela en los copépodos Cyclopoida, més especificamente
T. decipiens, s6lo se han realizado a nivel de identificacién por medio de claves taxondmicas,
las cuales poseen un sistema esquemadtico que guia al lector hacia el tax6n al que pertenece el
organismo que se estd analizando para su identificacion, basdndose en sus caracteristicas
morfoldgicas claves propias de la especie. Sin embargo, estudios taxonémicos moleculares
en esta especie no se han efectuado en el pais, por lo que un estudio a nivel molecular en esta
especie permitird la obtencion de una mayor informacién de su cédigo genético, lo cual es

una herramienta valiosa en la identificacién taxonémica de las especies.
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HIPOTESIS

El lago del Circulo Militar es un lago artificial y somero y por todo lo anterior se planted
como hipétesis que este lago con el transcurrir de la estacién de sequia a la de lluvia,
presentard cambios fisicoquimicos y bioldgicos en todo el cuerpo de agua, que a su vez
afectard la biomasa del fitoplancton de este sistema y, por ende, también a la comunidad de
zooplancton del lago del Circulo Militar. De esta manera, en el periodo de estudio las
comunidades existentes en el lago del Circulo Militar se verdn afectadas, en respuesta a los

cambios fisicoquimicos del agua.
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OBJETIVOS

Generales:

Determinar la composicion y las variaciones de abundancia del zooplancton del Lago
del Circulo Militar (DC) durante la transicion sequia — lluvia del afio 2009 y
establecer bases para la taxonomia molecular del copépodo Cyclopoida

Thermocyclops decipiens.

Especificos:

Estudiar la composicién y abundancia del zooplancton del lago artificial del Circulo
Militar.

Determinar las variables fisicoquimicas y de clorofila-a del cuerpo de agua del lago
artificial de Circulo Militar.

Relacionar las variaciones temporales de abundancia del zooplancton con las
variaciones de los factores fisicoquimicos y de la clorofila-a.

Estandarizar el aislamiento del material genético de Thermocyclops decipiens.
Estandarizar la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para la taxonomia
molecular de Thermocyclops decipiens por medio de la caracterizacion de la

secuencia del espaciador ribosomal interno transcrito 2 (ITS2).
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MATERIALES Y METODOS

1.- Area de estudio

Las muestras fueron tomadas quincenalmente en la estacién mds profunda (E) del Lago del
Circulo Militar ubicado en Caracas, Venezuela durante la transiciéon sequia — lluvia y el
inicio de la temporada de lluvias, entre abril y julio del afio 2009. Este lago artificial se
encuentra a una latitud de 10° 28’ 1.70’” N y a una longitud de 66° 53’ 57.49°> W, con una
elevacion de 890 m sobre el nivel del mar y posee una profundidad maxima de 3,8 m (Fig.
6). Este sistema fue clasificado como oligo-mesotréfico, segin un estudio puntual realizado

por Gordon y colaboradores (2008).

100 m

Fig. 6. Imagen satelital del Lago Artificial del Circulo Militar Caracas. Tomado de Google Earth

Las muestras para las estimaciones fisicoquimicas y de clorofila-a fueron tomadas metro a
metro desde la superficie hasta la profundidad maxima de 3 m, haciendo uso de una botella

de captacién tipo van Dorn de 5 litros de capacidad.

21



El lecho del cuerpo de agua esta cubierto por un denso manto de Chara sp. y Elodea sp.
durante el periodo de estudio; esta vegetacion presentd un extenso desarrollo, alcanzando la

superficie del agua en varias localidades del lago (Fig. 7).

Fig. 7.- Chara sp. y Elodea sp. presentes en el cuerpo de agua del Lago del Circulo Militar durante el periodo
de estudio vistas desde la superficie del agua.

2.- Estimaciones fisicoquimicas

e Transparencia del agua: se midié6 por medio del disco de Secchi de 20 cm de
didmetro.

e Temperatura del agua (0,1 °C) y conductividad (1 uS/cm): se midieron utilizando una
sonda multiparamétrica YSI modelo 3000-TLC.

e Oxigeno disuelto (0,1 mg/l): se estim6 a través de un medidor de oxigeno YSI

modelo 54 A.

e pH: fue medido con el equipo Hanna Instruments pH 211 Microprocessor pH Meter.

Las mediciones de temperatura del agua, oxigeno disuelto y pH, se realizaron desde la

superficie hasta el fondo del lago, metro a metro.
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3.- Biomasa de fitoplancton

La estimacion de la concentracion de clorofila-a se realizé por el método de extraccion de
pigmentos con etanol (Nusch y Palme, 1975). Se filtraron 250 ml de muestra a través de
filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C y se extrajo la clorofila-a con etanol 99%.
Posteriormente se determind la absorbancia del extracto a 665 y 750 nm en un
espectrofotémetro Genesys 20 antes y después de acidificar con HC1 0,4 M.

Para calcular la concentracion de clorofila-a en g/l se utilizé la siguiente ecuacion.

Clorofila— a: 29.6(A" - A*) x v
Vxl

En donde:

- A’ es la absorbancia del extracto original a 665 nm menos la absorbancia a
750 nm.

- A% es la absorbancia a 665 nm menos la absorbancia a 750 nm después de
acidificar.

- vesel volumen de etanol utilizado para la extraccién (10ml).

-V esel volumen de agua de la muestra filtrado.

- leslalongitud del paso de Iuz en la cubeta del espectrofotémetro (1cm).

La absorbancia a 665 nm mide el pico de absorcién de la clorofila-a, mientras que la

absorbancia a 750 nm permiti6 corregir las lecturas a 665 nm (turbidez de la muestra).
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4.- Abundancia de zooplancton

Los organismos zooplancténicos fueron obtenidos mediante barridos verticales de 1m (1-0
m, 2-1 m, 3-2 m) en la columna de agua empleando una red de cierre con una luz de malla de
77 um. Las muestras de zooplancton se preservaron en formaldehido 4% hasta su andlisis
posterior en el laboratorio. Las estimaciones de abundancia del zooplancton se realizaron
mediante conteos por duplicado de submuestras concentradas (30 ml) en cdmaras de
Sedgwick-Rafter (Iml) y la posterior observacién e identificacién al microscopio de luz con
la ayuda de claves taxonomicas (Wetzel y Likens, 2000).

Del mismo modo, se tomaron muestras del zooplancton mediante barridos verticales de 2 m
(2-0 m) en la columna de agua, las cuales fueron preservadas con etanol. Estas muestras

fueron las empleadas para la extraccion de acidos nucleicos.

5.- Analisis de datos

Para analizar los patrones de las variables temporales fisicoquimicas y bioldgicas se realizd
un andlisis de componentes principales (ACP). Con este andlisis se busca sintetizar los
principales cambios quincenales en cuanto a las variables que pudieron modificar la
estructura y distribucién del zooplancton y asi caracterizar la estructura comunitaria en base a
estos agrupamientos. Este andlisis fue realizado con el programa PAST para Windows v.2.0
(Harper y col., 2001).

Para correlacionar la abundancia total del zooplancton con las variables fisicoquimicas
evaluados y la concentracion de clorofila-a, se utilizé la prueba de correlacion paramétrica de
Pearson (r) (Yamane, 1979). Esta prueba se realizé con el programa STATISTICA para

Windows v. 7.0 (StatSoft Inc. 2004).
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Para evaluar si existieron diferencias significativas (p < 0.05) en el orden por rangos de
abundancia de las especies de zooplancton en la estacion de muestreo, se aplico el coeficiente
de concordancia de Kendall (W) (Siegel y Castellan, 1995).

Por dltimo, para estimar la diversidad y equidad del zooplancton en el lago del Circulo
Militar, se utilizaron los indices de diversidad de Shannon y equidad de Pielou .

El indice de diversidad de Shannon se basa en suponer que todos los individuos se muestrean
al azar de una poblacidn infinita y que todas las especies estdn representadas en la muestra
(Shannon y Weaver, 1949).

H’ = - pi.Ln(p;) donde p; = Ni/N.

Siendo Ni el nimero de individuos de la especie i y N el ndmero total de individuos.

A partir de indice de Shannon se puede calcular un indice de equidad, donde el cociente entre
la diversidad observada y la maxima esperada refleja cuan equitativa es la distribucion de

individuos en las especies (Pielou, 1975).

=K donde S en el nimero total de especies
Ln(S)

6.- Identificacion Molecular de Thermocyclops decipiens

6.1.- Extraccion de ADN

La evaluacion taxondmica de 7. decipiens por medio del andlisis de la secuencia de ITS2 se
realiz6 mediante el uso de PCR convencional. Para este estudio previamente se estandarizé
el método de Towner (Braga y col.,, 1999) con individuos Calanoida. Todo el material
empleado para este ensayo fue previamente limpiado y esterilizado. Dicho método se

describe a continuacion:
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1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Cuatro individuos hembras adultas del copépodo Cyclopoida Thermocyclops
decipiens fueron triturados en 10 pl de buffer de extracciéon (NaCl 0,14 M, KCl
SmM y SDS 1%) bajo lupa con el uso de varillas de vidrio puntiagudas.

Los 10 pl de buffer de extraccion conteniendo los copépodos triturados, se
afiadieron a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, se completé el volumen de
buffer de extraccién a 500 pl y luego se le agregaron 20 pl de proteinasa K (20
mg/ml).

Se incubd a 55 °C por 3 horas seguido de una incubacién a 100 °C por 5 minutos
para inactivar completamente la proteinasa K (Schizas y col., 1997).

Se agrego 1 vol de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1.

Se incubd en hielo por 5 min y se centrifugd por otros 5 min a 13500 xg.

La capa acuosa superior se colectd y precipité con 0,1 vol de 3 M de sodio de
acetato (pH 6,8), 2 vol de etanol (99% -20°C) y 1 wl de glicogeno (20 mg/l)
cordialmente suministrado por la Lic. Floritza Bustamante.

Las muestras se mantuvieron a -20°C por 2 dias, luego se centrifugaron por 10
min a 13500 xg.

Se descart6 el sobrenadante resultante de la centrifugacion y el sedimento fue
lavado con 500 pl de etanol 70%, luego secado y resuspendido en 50 ul de agua

miliQ.

Una vez obtenido material genético con el método de Towner estandarizado se procedié a la

extraccion de ADN de Thermocyclops decipiens con este método, el cual se realizd por

duplicado. Ademads de la estandarizacion del método de Towner, se realizé un método de

extraccion de ADN alternativo igualmente con individuos Calanoida, en donde se estandarizo
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el método de Silva (2003), usando el estuche comercial SV RNA Isolation de Promega®, el

cual se describe a continuacion:

1) Cuatro individuos de copépodos Calanoida adultos fueron triturados en 10 pl del
buffer de lisis del estuche comercial, luego se colocaron en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml y se completd el volumen a 175 pl de buffer de lisis.

2) Se anadieron 10 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incub6 a 55 °C por 3 horas
seguido de una incubacién a 100 °C por 5 minutos.

3) Luego de la incubacion, se agregaron 3,5 pl de B mercaptoetanol y se mezcld con
la ayuda de un vortex.

4) Se afiadieron 350 pl de buffer de dilucién (SV RNA Dilution Buffer) mezclando la
solucidn invirtiendo el tubo de microcentrifuga varias veces.

5) Se incub6 a una temperatura de 70 °C por 3 minutos maximo.

6) Se centrifugé a 13500 xg por 10 minutos.

7) Se agregaron 200 pl de etanol 95% y se mezcl6 bien la solucién.

8) Se pasé a la columna (Spin Column) suministrada por el estuche comercial y se
centrifugé a 12000 xg por 1 minuto.

9) Se anadieron 600 pl de drRNA Wash Solution y se centrifugd a 12000 xg por un
minuto.

10) Luego se agregaron 250 pl de drRNA Wash Solution y se centrifugd a 13500 xg
por 2 minutos.

11) La columna fue transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y se
afiadieron 50 pl de Nucleasa “free water” y se centrifugé a 12000 xg por un

minuto.
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6.2.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se utiliz6 el protocolo de andlisis de PCR convencional para amplificar la regiéon ITS2, el

cual se describe a continuacién (Silva, 2003):

1) Se prepararon cuatro reacciones prueba de PCR, una con un volumen final de 25
ul (dos reacciones) y otra de 50 ul de volumen final (dos reacciones), las cuales

se muestran a continuacion:

* 25 ul de reaccion PCR:

- 0,2 pl de Taq Polimerasa

- 2,5 pl de Buffer

- 2,5 ul de cada iniciador a una concentracién de 10 uM, cuyas secuencias son:
Region ITS3: 5°-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’
Region ITS10: 5’-TACGGGCCTATCACCCTCTACG-3’
Disefiados por Dra. Sarah Gerken de la Universidad de Alaska.

- 0,5 pl de desoxinucleétidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) a una concentracién

de 10 uM
- 0,75 ul de MgCl, a una concentracién de 50 mM
- 11,05 pl de ddH,O

- 5pul del ADN aislado de los copépodos.

* 50 ul de reaccion PCR:

0,5 pl de Taq Polimerasa

5 ul de Buffer

5 ul de cada iniciador (ITS3, ITS10) a una concentracién de 10 uM,
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1 pl de desoxinucledtidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) a una concentracion de
10 uM

1,5 ul de MgCl, a una concentraciéon de 50 mM

27 ul de ddH,0

5 ul del ADN aislado de los copépodos.

Para comenzar la reaccidn, se calculd la cantidad adecuada de cada solucidn para el nimero
total de reacciones a realizar, contando ademdas de la cantidad de muestras, el control
negativo. Luego se distribuyeron 20 pl de la mezcla del PCR a 25 pul en la cantidad de tubos
ependorff para las reacciones de PCR previamente identificadas y 45 pl de la mezcla del
PCR a 50 pl a cada tubo para la reaccién de PCR. Por dltimo, se afiadié la muestra de ADN

correspondiente.

2) Se colocaron los tubos en la placa del termociclador, siguiendo las siguientes

condiciones térmicas para la amplificacion del ADN (Tabla 1):

Tabla 1. Condiciones para la amplificacién por PCR de los genes de la region ITS2 de T. decipiens. (Silva,

2003).
Condicion Temp. (°C) Tiempo Ciclos
Calentamiento 95 45s 1
Desnaturalizacién 95 30s 30
Hibridacién iniciadores 52 30s 1
Extension iniciadores 72 50s 40
Extension final 72 7 min 1
Preservacion 4
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Una vez que las muestras fueron amplificadas, se preservaron a una temperatura de
-20 °C para su andlisis posterior.

Antes de realizar la reaccién en cadena de la polimerasa con los individuos Thermocyclops
decipiens, previamente se ensayd con el ADN extraido de copépodos Calanoida utilizados
para la estandarizaciéon del método de Towner. El PCR fue realizado con las mismas

condiciones mostradas en la Tabla 1.

6.3.- Electroforesis en agarosa

Para la visualizacién e identificacion de los productos de PCR se utilizaron geles de agarosa
al 0,8% en buffer TBE 1x (Stock 10x, Tris Base 0,89 M, acido bérico 0,89 M, EDTA 0,02
M). Se mezclaron 5 pl de la muestra de amplificacién con 2 pl de buffer de carga (Azul de
Bromofenol 0,25% Xylem Cyanol 0,25% y Glicerol 30%). Ademads de las muestras, el gel
de agarosa contenia en uno de sus bolsillos el marcador de peso molecular 100 Kb DNA
Ladder Promega®. Las electroforesis se realizaron a voltajes entre 80 a 100 V.
Posteriormente, se tratd el gel con una solucién de bromuro de etidio, a una concentracién de
0,5 pg/ml durante 15 minutos y se eliminé el exceso del mismo colocando el gel en agua
destilada durante 5 minutos. Por ultimo, se observé el ADN empleando el equipo GelDoc
1000 (Bio Rad) que permitié observar el revelado de la imagen en una computadora

mediante el software Multy Analyst (Bio Rad).
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6.4.- Purificacion de los productos de PCR

Los cuatro productos de PCR de Thermocyclops decipiens y los de estandarizacién con
individuos de Calanoida fueron purificados empleando el estuche comercial Concert™
Rapid PCR Purification System GIBCO®. Las cuatro muestras de PCR de 7. decipiens
fueron mezcladas y luego purificadas para obtener asi mayor concentraciéon de ADN para la
subsiguiente secuenciacion. La purificaciéon de estos fragmentos es necesaria para su
secuenciacién. Es importante destacar que para la purificacién de los amplificados no se
puede emplear Buffer TE porque contiene EDTA, motivo por el cual el ADN doble cadena

purificado se resuspendi6 en 50 pl de agua miliQ.

6.5.- Secuenciacion de los productos de PCR

La secuenciacion de los amplificados fue realizada en el Centro de Secuenciacion y Andlisis
de Acidos Nucleicos (CeSAAN), ubicado en el Centro de Microbiologia del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Se utiliz6 el secuenciador modelo ABI
3130XL (Applied biosystems). Para las reacciones secuencia se utilizaron los iniciadores

que se emplearon en las reacciones de PCR.
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6.6.- Analisis de las secuencias

La bisqueda de similaridad entre las secuencias obtenidas con las secuencias nucleotidicas
reportadas en el banco de genes, fue realizada por medio de un alineamiento de las
secuencias, compardndolas en la base de datos GenBank del National Center for
Biotechnology  Information (NCBI). Esto se llevé a cabo via Internet
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) empleando los servicios BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul y col., 1997).

También se utiliz6 el programa DNAMAN para Windows v. 5.2.2 para la alineacion de las
secuencias de ITS2 de Thermocyclops decipiens extraidas en Brasil y las secuencias

obtenidas en este trabajo (Lynnon BioSoft, 2001).
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RESULTADOS

1.- Variables fisicoquimicas

Durante el periodo de estudio se presentaron condiciones de cielo nublado en la mayoria de
los muestreos, excepto el 27 de mayo cuando el cielo estuvo despejado. Se pudo notar que
en la mayoria de los muestreos la superficie del agua estuvo quieta, excepto los dias 27 de
mayo y 9 de junio cuando se observo agitacion en la misma. Por su parte, el color aparente
de las aguas del Lago del Circulo Militar fue verde claro durante todo el periodo de estudio

(Tabla 2).

Tabla 2.- Condiciones de nubosidad, agitacion y color del agua en la estaciéon de muestreo durante el periodo

de estudio.

Mes (2009) Hora Nubosidad Agitacion | Color de las Aguas
30 de Abril | 09:21 a.m. 8/8 (Nublado) Muy Quieta Verde Claro
14 de Mayo 8:27 am 7/8 (Nublado) Quieta Verde Claro
27 de Mayo | 08:26 a.m. 2/8 (Despejado) Agitada Verde Claro

9 de Junio 1:06 pm | 4/8 (Parcialmente nublado) Agitada Verde Claro
25 de Junio | 08:09 a.m. | 4/8 (Parcialmente nublado) | Muy Quieta Verde Claro

9 de Julio 01:00 p.m. 7/8 (Nublado) Muy Quieta Verde Claro

1.1.- Transparencia del agua

En la figura 8 se muestran las variaciones de la transparencia de agua en el Lago del Circulo
Militar. La maxima transparencia de 3,8 m se registré el 30 de Abril y la minima de 2,9 m el
14 de Mayo. Los valores de transparencia de agua no variaron marcadamente durante el
periodo de estudio; las medidas con el disco de Secchi revelaron que la zona eufética se
extendi6 a lo largo de toda la columna de agua. La transparencia media para el periodo de

estudio fue de 3,25 +0,3 m.
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Fig. 8.- Transparencia del agua en la estacién de muestreo durante el periodo de estudio.

1.2.- Temperatura del Agua

En la figura 9 se grafican los perfiles de la temperatura del agua del lago del Circulo Miliar.
La temperatura no present6 una variaciéon marcada en los valores registrados. No se presentd
estratificacion térmica a excepcion de los dias 9 de Junio y 9 de Julio, cuando hubo una clara
estratificacion, aunque debido a lo somero del lago, posiblemente estas estratificaciones
fueron efimeras. Las mayores temperaturas se registraron en los estratos superficiales. Los
valores extremos de temperatura fueron de 27,4 °C en la superficie del agua en los dias 9 de
Junio y 9 de Julio y de 26,1 °C, la cual se registré el 25 de Junio a lo largo de toda la
columna de agua. En los dias 9 de Junio y 9 de Julio se present6 la mayor diferencia de
temperatura entre la superficie y el fondo, de 1,5 °C para el 9 de Junio y de 1,6 °C para el 9

de Julio (Fig. 9).
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Fig. 9.- Perfiles de temperatura del agua en la estacién de muestreo durante el periodo de estudio. (a) es el
perfil de temperatura registrado para el 30 de abril del 2009, (b) perfil de temperatura para el 14 de mayo, (c)
perfil de temperatura para el 27 de mayo, (d) perfil de temperatura para el 9 de junio, (e) perfil de temperatura
para el 25 de junio y (f) el perfil de temperatura para el 9 de julio.
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1.3.- Oxigeno disuelto

La figura 10 muestra las variaciones de las concentraciones de oxigeno disuelto a lo largo de
la columna de agua durante el periodo de estudio. Las mayores concentraciones se
registraron siempre en los estratos superficiales, con un valor extremo de 10,08 mg/l el 14 de
Mayo de 2009. A partir de la superficie, las concentraciones de oxigeno disminuyeron de
manera gradual y abrupta, registrindose los menores valores en los estratos profundos (3m),
los cuales presentaron un extenso desarrollo de la vegetacién sumergida. En dichos estratos,
los valores registrados estuvieron alrededor de los 2 mg/l, con condiciones de hipoxia

(< 2mg/1) durante el 27 de mayo y el 9 de julio (1,98 y 1,35 mg/l, respectivamente).

1.4.- Conductividad

En la figura 11 se pueden observar los perfiles de conductividad en el cuerpo de agua durante
el periodo de estudio. Pudo notarse que la conductividad aument6 gradualmente hacia los
estratos profundos, registrandose un valor extremo de 410 pS/cm el 27 de mayo. Por su
parte, los menores valores se registraron en los estratos superficiales, con un valor minimo de

347 puS/cm el 30 de abril.
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1.5.- pH

En la figura 12 se pueden apreciar las variaciones del pH en las aguas del lago durante el
periodo de estudio. Se puede observar que las aguas mantuvieron condiciones alcalinas (pH
siempre superior a las 7 unidades) durante todo el periodo de estudio, con valores extremos
de 7,96 a 3 m durante el 9 de junio y de 9,23 en la superficie del agua el 9 de julio. Las
condiciones de mayor homogeneidad relativa del pH a lo largo de la columna de agua se
registraron los dias 30 de abril y 25 de junio, en los cuales también de registré la mayor

homogeneidad de temperatura en la columna de agua durante el periodo de estudio.
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Fig. 10.- Perfiles de oxigeno disuelto en la estacién de muestreo durante el periodo de estudio. (a) es el perfil
de oxigeno disuelto registrado para el 30 de abril del 2009, (b) perfil de oxigeno disuelto para el 14 de mayo,
(c) perfil de oxigeno disuelto para el 27 de mayo, (d) perfil de oxigeno disuelto para el 9 de junio, (e) perfil de
oxigeno disuelto para el 25 de junio y (f) el perfil de oxigeno disuelto para el 9 de julio.
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Fig. 11.- Perfiles de conductividad en la estacién de muestreo durante el periodo de estudio. (a) es el perfil de
conductividad registrado para el 30 de abril del 2009, (b) perfil de conductividad para el 14 de mayo, (c) perfil
de conductividad para el 27 de mayo, (d) perfil de conductividad para el 9 de junio, (e) perfil de conductividad
para el 25 de junio y (f) el perfil de conductividad para el 9 de julio.
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Fig. 12.- Perfiles de pH en la estacion de muestreo durante el periodo de estudio. (a) es el perfil de pH
registrado para el 30 de abril del 2009, (b) perfil de pH para el 14 de mayo, (c) perfil de pH para el 27 de

mayo, (d) perfil de pH para el 9 de junio, (e) perfil de pH para el 25 de junio y (f) el perfil de pH para el 9 de
julio.
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2.- Variables Biolégicas

2.1.- Biomasa del fitoplancton

La biomasa del fitoplancton por unidad de volumen se estimé como la concentracién de
clorofila-a. Como se observa en la figura 13, los niveles mds altos de clorofila-a se
registraron en los estratos subsuperficiales o profundos, nunca en la superficie. Los valores
extremos registrados fueron de 39,07 pg/l a 3 m el 14 de mayo, y de 2,66 pg/l a 3 m de
profundidad el 30 de abril. Los mayores valores de clorofila-a se registraron durante el mes
de mayo (dias 14 y 27, con medias para la columna de agua de 21,16 y 20,87 pg/l,
respectivamente), mientras que los menores valores se registraron durante el muestreo del 30
de abril (con una media para la columna de agua de 3,92 pg/l). En toda la columna de agua,
la concentracién de clorofila-a varié entre 3,92 (30 de Abril) y 21,16 ug/l (14 de Mayo), con

una media de 11,96 + 7,27 pg/l, valor que puede considerarse moderadamente alto.

2.2.- Abundancia del zooplancton

En la tabla 3 se presenta la lista de especies identificadas en el Lago del Circulo Militar. Se
identificaron 13 entidades taxondmicas, de las cuales 5 pertenecen a los rotiferos, 2 a los
cladéceros, 3 a los copépodos, seguidos por los ostridcodos y la larva de Chironomidae. En
la figura 14 se puede observar la distribucién de zooplancton por estrato durante el periodo
de estudio. En general se observa una mayor abundancia de organismos en los estratos
superficiales (entre 0 y 1 m de profundidad) que en el resto de la columna de agua.

Los copépodos (Calanoida + Cyclopoida) y los rotiferos fueron los grupos mds abundantes

en cada uno de los estratos estudiados, seguidos por los cladéceros, los ostracodos y los
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protozoarios. Las larvas de la familia Chironomidae sélo se encontraron en el muestreo del
30 de abril.

La abundancia del zooplancton en los estratos superficiales superé en mds del doble la
abundancia de los estratos mds profundos en la mayoria de los casos, con valores entre 87
ind./l (9 de junio) y 420 ind./l (25 de junio). Para este estrato (1-0 m), la abundancia media
fue de 274 + 118 ind./l; en el estrato de 2-1 m la abundancia del zooplancton fue de 84 + 29
ind./l, mientras que en el estrato 3-2 m fue de 80 + 35 ind./I.

Considerando toda la columna de agua, la abundancia total del zooplancton vari6 entre 55
ind./l (9 de julio) y 203 ind./l (25 de junio), con una media de 146 + 53 ind./l, lo cual
representa un valor moderado de abundancia (Fig. 15).

La proporcién del zooplancton en el Lago del Circulo Militar estuvo dominada por los
copépodos (Calanoida + Cyclopoida) (Fig. 16), excepto en el mes de mayo cuando los
rotiferos fueron dominantes, mientras que los cladéceros permanecieron en bajas densidades
durante el periodo de estudio al igual que los protozoarios y los ostrdcodos. De esta manera,
los copépodos presentaron proporciones entre el 31 y 67% durante el periodo de estudio,
mientras que las proporciones de los rotiferos variaron entre 22 y 61%. En promedio, las
proporciones del resto de los grupos del zooplancton no superaron el 10%.

En cuanto a los copépodos, de los Cyclopoida Mesocyclops sp. fue el mas abundante de este,
Arctodiaptomus (A) sp fue el tinico copépodo Calanoida encontrado en el lago, de orden de
los rotiferos dominé Keratella sp., mientras que Diaphanosoma spinulosum fue el cladécero
las abundante en todo el periodo de estudio (Fig. 17).

Las proporciones de los copépodos Cyclopoida y Calanoida presentaron valores entre 39 y
61% en todo el periodo de estudio, siendo los Cyclopoida mds abundantes en el mes de
Mayo, mientras que los Calanoida fueron mdas abundantes durante el resto del periodo de

estudio (Fig. 18).
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En la figura 19 se presentan las proporciones de los diferentes estadios de los copépodos
Cyclopoida recolectados durante el periodo de estudio, observindose que los nauplios
presentaron las mayores proporciones (entre 73 y 95%), mientras que para el estadio de
copepodito las proporciones variaron entre 5 y 14% y los adultos no superaron el 10%
durante todo el periodo de estudio. En la figura 20 se observan las proporciones de los
diferentes estadios de los copépodos Calanoida; los nauplios fueron los més abundantes con
proporciones entre 44 y 73%, seguidos por los copepoditos con proporciones entre 14y 31%,

mientras que los adultos mostraron proporciones entre 7'y 32%.
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Fig. 13.- Perfiles de Clorofila-a en la estacién de muestreo durante el periodo de estudio. (a) es el perfil de
Clorofila-a registrado para el 30 de abril del 2009, (b) perfil de Clorofila-a para el 14 de mayo, (c) perfil de
Clorofila-a para el 27 de mayo, (d) perfil de Clorofila-a para el 9 de junio, (e) perfil de Clorofila-a para el 25
de junio y (f) el perfil de Clorofila-a para el 9 de julio.
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Tabla 3.- Lista de especies (a excepcion de Ostracoda) presentes en la Lago del Circulo Militar durante el
periodo de estudio.

Copepoda Cyclopoida
Thermocyclops decipiens
Mesocyclops sp.
Copepoda Calanoida
Arctodiaptomus (A) sp.
Cladocera
Ceriodaphnia cornuta
Diaphanosoma birgei
Rotifera
Keratella americana
Platyias patulus
Polyarthra remata
Hexarthra sp.
Keratella procurva
Protozoa
Trichodina sp.
Ostracoda
Diptera
Chironomidae (Larva)
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Fig. 14.- Distribucién de los principales grupos de zooplancton en la estacion de muestreo durante el periodo de
estudio. (a) es la distribucion del zooplancton registrada para el 30 de abril del 2009, (b) distribucién para el 14
de mayo, (c) distribucién para el 27 de mayo.
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Fig. 14 (cont.). Distribucién de los principales grupos de zooplancton en la estacién de muestreo durante el
periodo de estudio, (d) distribucién para el 9 de junio, (e) distribucién para el 25 de junio y (f) distribucién para
el 9 de julio.
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Fig. 15.- Abundancia total de los principales grupos de zooplancton en la estaciéon de muestreo durante el

periodo de estudio.
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Fig. 16.- Proporciones de los principales grupos de zooplancton en la estacion de muestreo durante el periodo

de estudio.
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Fig 17. Proporciones de las especies de zooplancton en la estacién de muestreo durante el periodo de estudio.

48



Proporcion (%)
()
o
|

il

30 de Abril 14 de Mayo

27 de Mayo 9 de Junio

O Cyclopoida ® Calanoida

25 de Junio

9 de Julio

Fig. 18.- Proporcién de los copépodos Cyclopoida y Calanoida en la estacién de muestreo durante el periodo de

estudio.
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Fig. 19.- Proporcién de estadios de los copépodos Cyclopoida en la estacion de muestreo durante el periodo de

estudio.
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Fig. 20.- Proporcién de estadios de los copépodos Calanoida en la estacién de muestreo durante el periodo de

estudio.
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3.- Analisis estadisticos

3.1.- Analisis de Componentes Principales

Los resultados del ACP se muestran en la tabla 4, la cual expresa los autovalores (A) y los
porcentajes de varianza explicada y acumulada de los tres primeros componentes principales,
mientras que la tabla 5 refleja los coeficientes de correlaciéon de los tres primeros
componentes principales considerados para el andlisis, los cuales fueron ordenados de mayor
a menor de acuerdo a estor valores de r. Para el andlisis se utilizaron los tres primeros
componentes principales, los cuales explicaron el 92,2% de la varianza de las variables
fisicoquimicas, concentracién de clorofila-a y abundancia total del zooplancton. Ademas,
estos componentes principales presentaron valores de A mayores al valor de Jolliffe Cut-Off

el cual fue de 0,7.

Tabla 4.- Autovalores (L), % de varianza explicada y acumulada en los tres primeros componentes.

CP A % Varianza | % Var. Acumulada
1 3,07887 43,984 43,984
2 2,44304 34,901 78,885
3 0,931837 13,312 92,197

Tabla 5.- Coeficientes de Correlacién (r) de los dos primeros componentes principales de las variables

ambientales.
C. Pearson CP1 CP2 CP3

Clorofila-a 0,9336 0,3374 0,06573
Transparencia| -0,8949 -0,1193 0,09712
Oxigeno 0,8735 -0,3109 -0,07702
Temperatura 0,6126 0,6015 0,4582
Conductividad | -0,3481 0,9141 0,1914

pH 0,3379 -0,8695 0,0772
Zooplancton 0,1814 0,5147 -0,8122
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Component 2

Fig. 21. Ordenacién de las variables ambientales y abundancia de zooplancton sobre el primer y segundo
componente principal. 30A: 30 de abril, 14M: 14 de mayo, 27M: 27 de mayo, 9J: 9 de junio, 25J: 25 de junio,
9J1: 9 de julio. La flecha indica la secuencia estacional.

Los biplots generados en el andlisis (figuras 21 y 22) de las medias de las variables
ambientales, clorofila-a y la abundancia total de la comunidad de zooplancton, refleja una

clara tendencia a la asociacion entre la abundancia de zooplancton y las variables

ambientales.

51



Component3

Component 2

Fig. 22. Ordenacién de las variables ambientales y abundancia de zooplancton sobre el segundo y tercer
componente principal. 30A: 30 de abril, 14M: 14 de mayo, 27M: 27 de mayo, 9J: 9 de junio, 25J: 25 de junio,
9]1: 9 de julio.

El CP1 revel6 que el mes de mayo presentd el mayor registro de clorofila-a y temperatura
durante el periodo de estudio, ademds de mostrar la menor transparencia. Esta condicién
pudo estar relacionada con la igual mayor concentracién de oxigeno disuelto registrada que

se presentd en este mismo mes de estudio. A su vez, el CP1 reflej6é que en el mes de junio se
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registré la menor concentracién de oxigeno disuelto, mientras que los dias 9 de julio y 30 de
abril fueron los mas frios de todo el periodo de muestreo, ademds de exhibir las menores
concentraciones de clorofila-a, lo cual pudo estar relacionado con los altos valores de
transparencia de agua registrados para estos dias del periodo de estudio.

El CP2 por su parte muestra que el mes de junio presenté la mayor conductividad, lo cual
estuvo relacionado con los bajos valores de pH registrados en este mismo mes. Este mismo
patron se observé el 14 de mayo y 9 de julio, los cuales presentaron las mds bajas
conductividades, pero sus registros de pH fueron los mads altos de todo el periodo de estudio.
El CP3 destaca los muestreos en los cuales se encontraron las mayores abundancias de
zooplancton. Se observé que el 25 de junio se registré la mayor abundancia total de
zooplancton, seguido del mes de mayo, mientras que la menor abundancia total registrada fue
el dia 9 de julio, cuando comenzaron las precipitaciones, seguido por el 9 de junio.

En resumen, se observa que el zooplancton respondié a los cambios ambientales que se
produjeron durante el periodo de estudio en el lago del Circulo Militar. Ademds, se puede
observar en la figura 20 que se presenté una secuencia estacional durante todo el periodo de
estudio, en la que en cada muestreo las caracteristicas del ambiente acudtico fueron
cambiando, posiblemente por la transicion de la temporada de sequia a la temporada de
lluvias y el inicio de los meses lluviosos (julio).

Por otro lado, al realizar un andlisis de componentes principales de las variables
fisicoquimicas, biomasa de fitoplancton y abundancia total de zooplancton en cada estrato de
la columna de agua, se puede observar las relaciones entre estas variables en cada
profundidad de la columna de agua durante el periodo de estudio.

Asi, la tabla 6 muestra los autovalores y los porcentajes de varianza explicada y acumulada
de los tres primeros componentes principales, mientras que la tabla 7 refleja los coeficientes

de correlacion de los componentes principales considerados para el anélisis, los cuales fueron
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los tres primeros componentes principales por explicar el 79,2 % de la varianza de las

variables fisicoquimicas, concentracion de clorofila-a y abundancia total del zooplancton

para cada profundidad del lago.

Tabla 6. Autovalores (L), % de varianza explicada y acumulada en los tres primeros componentes para el
andlisis de las variables en cada profundidad del lago.

CP A % Varianza | % Var. Acumulada
1 3,10728 44,39 44,39

2 1,39641 19,949 64,239

3 1,04967 14,995 79,234

Tabla 7.- Coeficientes de Correlacién (r) de los dos primeros componentes principales de las variables

ambientales.
C. Pearson CP1 CP2 CP3
Oxigeno 0,9384 0,1739 0,03495
pH 0,8429 -0,07226 -0,1588
Conductividad -0,7926 0,3913 0,1311
Transparencia -0,7677 -0,03507 -0,2399
Clorofila-a -0,2477 0,7784 -0,001458
Temperatura 0,483 0,775 -0,08541
Zooplancton 0,06358 -0,01024 0,9701

Los biplots generados (figuras 23 y 24) muestran una clara relacién de las profundidades del

lago con las variables ambientales y la abundancia total de zooplancton registrada en cada

estrato.
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Fig. 23. Ordenacién de las variables ambientales y abundancia total de zooplancton por estratos sobre el primer
y segundo componente principal. 30A: 30 de abril (rosado), 14M: 14 de mayo (verde), 27M: 27 de mayo
(morado), 9J: 9 de junio (amarillo), 25J: 25 de junio (rojo), 9J1: 9 de julio (azul). O: indica medida a 0 metros, 1:
registro a un metro de profundidad, 2: a dos metros y 3: a tres metros (negro).
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Fig. 24. Ordenacién de las variables ambientales y abundancia total de zooplancton por estratos sobre el
segundo y tercer componente principal. 30A: 30 de abril (rosado), 14M: 14 de mayo (verde), 27M: 27 de mayo
(morado), 9J: 9 de junio (amarillo), 25J: 25 de junio (rojo), 9J1: 9 de julio (azul). O: indica medida a O metros, 1:

registro a un metro de profundidad, 2: a dos metros y 3: a tres metros.
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El CP1 revela que en los estratos 0 — 1 m del lago se registraron las mayores concentraciones
de oxigeno disuelto y de pH debido probablemente a las altas tasas fotosintéticas por parte de
las plantas sumergidas y del fitoplancton del lago. A su vez, en estos estratos se presento la
menor conductividad. En el mes de mayo se registraron las mayores concentraciones de
oxigeno disuelto, seguido del estrato 1 - 2 m para el mismo mes, indicando que posiblemente
la actividad fotosintética en este mes fue la m4s alta.

Los estratos 2 — 3 m registraron los mayores valores de conductividad debido a la alta
concentracion de s6lidos disueltos en los estratos profundos del lago en comparacién con los
de la superficie. En el mes de mayo se registré la mayor conductividad para este estrato. Por
su parte, estos estratos presentaron las menores concentraciones de oxigeno disuelto debido a
que debieron predominar los procesos de descomposicién de materia orgdnica.

El CP2 muestra que los estratos O - 1 m fueron los més cdlidos en comparacién con el fondo,
siendo mayo y el 9 de junio los muestreos en los que en los que se registré la mayor
temperatura en este estrato. En cambio los estratos 0 - 1 m del 25 de junio y 30 de abril
fueron los mas frios en todo el periodo de estudio, en comparacién con los demds dias de
muestreo para el mismo estrato. Para el 9 de julio, el cual representd el inicio de la
temporada de lluvias, el estrato 0 - 1 m fue cdlido debido a que el muestreo se ejecutd en
horas del mediodia, cuando la radiacién incidente fue mds alta. Ademads, para este estrato se
registraron las menores concentraciones de clorofila-a, indicando que pudo ocurrir una
fotoinhibicion.

Los estratos 1 — 2 m y 2 — 3 m presentaron las mayores concentraciones de clorofila-a asi
como también las menores temperaturas. En mayo se registré la mayor biomasa de
fitoplancton para estos estratos.

El CP3 refleja que la abundancia total de zooplancton para el estrato 0 — 1 m fue la mayor en

todo el periodo de estudio, siendo el 25 de junio y el mes de mayo los que presentaron las
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mayores abundancias para este estrato. En julio se present6 la menor abundancia para este
estrato, coincidiendo con la baja conductividad registrada para este estrato y con el inicio de
la temporada de lluvias.

La menor abundancia total se registré en las profundidades 1- 2 m y 2- 3 m en todo el

periodo de estudio, coincidiendo con los bajos valores de concentracion de oxigeno disuelto.

3.2.- Correlacion de Pearson (r)
La correlacién de Pearson (r) arrojé resultados que se describen en la tabla 8, donde se puede
apreciar la correlacion existente entre las variables ambientales, clorofila-a y abundancia

total de zooplancton.

Tabla 8. Correlacién de Pearson (r) entre las variables registradas.

Variable Temperatura | Transparencia | Oxigeno | Conductividad | pH | Clorofila-a | Zooplancton
Temperatura 1 -0,48 0,35 0,44 -0,23 0,8 0,09
Transparencia 1 -0,65 0,24 -0,14 -0,89 -0,23
Oxigeno 1 -0,61 0,5 0,67 0,07
Conductividad 1 -0,87 0 0,27
pH 1 0,05 -0,39
Clorofila-a 1 0,29

Zooplancton 1

La biomasa de fitoplancton, estimada como concentracion de clorofila-a, se correlacioné de

forma positiva con la concentracion de oxigeno disuelto en la columna de agua con un valor

de r de 0.67.

Por otro lado, la temperatura esta correlacionada positivamente con la concentraciéon de

clorofila-a con una valor de r = 0,80.
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3.3.- Analisis de la estructura comunitaria

El coeficiente de concordancia de Kendall (W) arroj6 un valor de W = 0,36492 por un p < 0,00575,
indicando que la comunidad de zooplancton no present6 diferencias significativas en el rango de
abundancia de las especies. En otras palabras, la estructura comunitaria fue similar a lo largo del

periodo de estudio.

3.4.- Indices de diversidad y equidad

En la tabla 9 se puede observar que la diversidad de especies (H”) durante todo el periodo de
estudio vari6 entre 1,51 (9 de junio) y 1,92 (14 de mayo). En el mes de mayo se presentaron
los mayores valores de indices de diversidad lo cual coincidié con los mayores valores de
clorofila-a, oxigeno disuelto y temperatura. En el mes de junio los valores disminuyeron,

coincidiendo con las menores concentraciones de oxigeno disuelto.

Tabla 9. Indices de diversidad (H*) y equidad (J) calculados para todo el periodo de estudio.

Muestreo H' J
30 de Abril 1,80 0,82
14 de Mayo 1,92 0,87
27 de Mayo 1,88 0,85
9 de Junio 1,57 0,71
25 de Junio 1,51 0,73
9 de Julio 1,61 0,83

Por su parte, el indice de equidad (J) presenté una tendencia similar al de diversidad. Los
valores de J variaron de 0,71 (9 de junio) a 0,87 (14 de mayo). El 9 de julio, la equidad
aumenté a pesar de la baja abundancia del zooplancton posiblemente debido a que este
menor valor de abundancia estuvo distribuido mds uniformemente en menores cantidades en

las especies presentes en comparacion con el resto del periodo de estudio.
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4.- Identificacion molecular de Thermocyclops decipiens

4.1.- Extraccion de ADN y amplificacion de la region ITS2

La estandarizacion realizada con individuos de copépodos Calanoida, tanto para la extraccién
de ADN con el método de Towner como la reaccién en cadena de la polimerasa, arrojaron
resultados positivos, obteniéndose una amplificacion satisfactoria del ADN de la regién ITS2

(Fig. 25).

Fig. 25.- Registro fotografico de la electroforesis con el producto de la estandarizacién de PCR del ITS2 de
individuos Calanoida. Carril 1: marcador de peso molecular 100 Kb DNA Ladder Promega®, Carril 2:
producto de PCR de los individuos Calanoida cuyo ADN fue extraido con la estandarizacién del método de
Towner, Carril 3: control negativo.

En la figura 25 se observa que el producto de PCR obtenido en esta estandarizacion presentd
un tamafio entre 500 y 600 pb. Ademds, se puede notar que el control negativo no arrojé un

producto amplificado de PCR. El otro método de extraccion de ADN con individuos
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Calanoida también arrojo resultados positivos en el ensayo de PCR descrito anteriormente,
obteniéndose producto de PCR del ITS2 del ADN ribosomal de estos organismos (Fig. 26).

Una vez obtenido un producto de PCR satisfactorio en el proceso de estandarizacién del
método de Towner, se sometié el ADN extraido de los individuos del copépodo Cyclopoida
Thermocyclops decipiens, extraido por el mismo método al ensayo del PCR. Al igual que en
el ensayo con los con individuos Calanoida, el producto de PCR obtenido para el ITS2 de T.

decipiens (Td) present6 un tamaiio entre 500 y 600 pb (Fig. 26).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 26.- Producto de PCR para la regién ITS2 del ADN ribosomal de Thermocyclops decipiens (Td) y el
segundo método de estandarizacién. Carril 1: marcador de peso molecular 100 Kb DNA Ladder Promega®,
Carril 2: producto de PCR para el segundo método de estandarizacién con individuos Calanoida empleando el
estuche comercial SV RNA Isolation de Promega® con un volumen final de 50 pl, Carril 3: productos de PCR
de ITS2 de individuos T. decipiens con un volumen final de 50 pl, Carril 5: producto de PCR de los individuos
Calanoida con un volumen final de 25 pl, Carril 6: PCR resultante de la regién ITS2 de 7. decipiens con un
volumen final de reaccién de 25 pl. Carriles 9, 10 y 11: ADN extraidos respectivos de la estandarizacién con
individuos Calanoida y de Thermocyclops decipiens. Carriles 4 y 8: controles negativos.

En la figura 26 se observa que los productos de PCR con un volumen final de 50 pl dieron
resultados positivos para la amplificacion de la region ITS2 del ADN ribosomal de los
copépodos. Cuando el volumen final de la reacciéon de PCR fue de 25 pl, se obtuvo un

amplificado para los copépodos Cyclopoida T. decipiens, pero no se obtuvo producto de
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amplificaciéon para los individuos Calanoida para este volumen de reaccion de PCR.
También se puede notar que al someter a electroforesis al ADN extraido de los copépodos,
no se observd material genético en el gel de agarosa, sugiriendo un muy bajo rendimiento.

Una vez obtenidos los productos de PCR para la region ITS2 del ADN ribosomal de
Thermocyclops decipiens, se procedié a secuenciar los amplificados de PCR. Para ello,
previamente se purificaron los productos de PCR, y los cuatro amplificados de T. decipiens
se mezclaron y se purificaron para obtener asi mayor concentraciéon del ADN para la

secuenciacién. En la figura 27 se muestran los productos purificados.

Fig. 27.- Productos de PCR purificados de la regién ITS2 de las estandarizacién con individuos Calanoida y del
ADN de Thermocyclops decipiens, Carril 1: marcador de peso molecular 100 Kb DNA Ladder Promega®,
Carril 2: producto purificado del PCR de la estandarizacién del método de Towner con individuos Calanoida
(E7J), Carril 3: producto purificado del PCR de la estandarizacién del método de Silva 2003 con individuos
Calanoida (ET1) y Carril 4: producto purificado del PCR de T. decipiens (TD3) cuyo ADN fue extraido con el
método de Towner previamente estandarizado con individuos Calanoida.

En la figura 27 se puede observar la concentraciéon de las bandas de ADN producto del PCR

para la regién ITS2 del ADN ribosomal de los copépodos. La banda del producto de PCR
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purificado de Thermocyclops decipiens fue la mas concentrada de los tres productos de PCR
sometidos al ensayo de secuenciacidn, teniendo todas estas bandas un tamafio entre 500 y
600 pb.

Los iniciadores ITS3 e ITS10 anclan en las regiones conservadas de 5.8S y 28S
respectivamente del copépodos Cyclopoida Cyclops insignis (Nimero de acceso GenBank:
EF532821.2) (Fig. 28). El ADN ribosomal de los copépodos posee un tamafio aproximado
de 5700 pb, y en la zona de nuestro interés, la region 5.8S posee un tamafio aproximado de
170 pb, ITS2 un tamafio alrededor de 230 pb., y la regién 28S un tamafio aproximado de

3500 pb.

5 ITS3 3?

1801 tcacttggct cgggggtcga tgaagaacgc agééaactgc gcgtcggaat gtgaactgca
1861 ggacatatga gcatcgacac tttgaacgca tattgcggac actggctcgt ccactgtcca
1921 tgtctggctce agggtcggtt ttgcatccat ccactggtct tgtatcagtg gcattgggcet
1981 ctcactctgt ctgtttacgg acggagtgtg gcttcaagtt gcaagcgcgt ctttgtctcet
2041 ggcaaactgc gttgactctt gggatacttc tcccgggtca tgecgaactgt cactggcaac
2101 gtgcgtggtg gtcaaacgtt aggttgccgc cacgacccct attttgcttc gacctgagag
2161 caggcaaggt gacccgccaa atttaagcat attaataagc ggaggaaaag aaaacaactg
2221 tgatgccgtt agtaatggcg aatgaaaccg gcagagccca gcaccgaacc gccagccatc
2281 taggttgcgt ggaatgtggt gtttggggga gccttctecge gatgtgtcga ccagtccaag
2341 tccaccttga ctggggccac ggcccataga gggtgatagg cccgtaagac ggttgacacg

<
e}

5° ITS10 3’

Fig. 28.- Regiones de anclajes de los iniciadores ITS3 e ITS10 para la amplificaciéon de la regién ITS2 del
ADN ribosomal del copépodo Cyclopoida Cyclops insignis (Numero de acceso GenBank: EF532821.2) La
secuencia en color morado corresponde a la regién 5.8S del ADN ribosomal, seguido por la secuencia de ITS2 y
por ultimo en azul la secuencia de la region 28S. Las secuencias subrayadas y de color rojo corresponden a las
zonas de anclaje de los iniciadores ITS3 e ITS10 respectivamente. Disponible en: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
(Consulta: 6 de abril de 2010).

En la figura 28 se puede observar que el iniciador sentido ITS3 ancla en la posicién 1817 de

la regién 5.8S del ADN ribosomal, hasta la posiciéon 1833. El primer antisentido ITS10

ancla en la posicién 2386 y se extiende hasta la posicion 2367 de la region 28S del ADN
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ribosomal. En cuanto al ITS2, se amplifica un total alrededor de los 230 pb para Cyclops
insignis, pero para T. decipiens este valor puede cambiar.

Cabe destacar que el andlisis de hibridacién de los iniciadores se realizé comparando con el
ADN ribosomal de copépodo Cyclopoida Cyclops insignis, ya que dichos iniciadores anclan

en regiones conservadas (5.8S y 285) entre individuos Cyclopoida de diferentes especies.

4.2.- Secuencia de la region ITS2 del ADN ribosomal de Thermocyclops decipiens.

En las figura 29 y 30 se muestran las secuencias de la regién ITS2 del ADN ribosomal de 7.

decipiens, tanto la secuencia sentido, amplificada con el iniciador ITS3 (Fig. 29), como la

secuencia antisentido amplificada por el iniciador ITS10 (Fig. 30).

SEQ TD3 ITS3 E09: 484 bp; ITSZ: 284 bp

Composition 91 A; 135 C; 145 G; 113 T; 0 OTHER

Percentage: 18.8% A; 27.9% C; 30.0% G; 23.3% T; 0.0%0THER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 149.56 dsDNA: 298.42

ORIGIN

1 TATGAGCATC GACACTTTGA ACGCATATTG CGGGCGCTGG CTCGTCCACC GCCCATGTCT
61 GGCTCAGGET CGETTTTGECA, TCCATCCAAA, GTTTTTCTTT GGCATTGGGE. TCTCGRTOTG
121 CCTCGGCATA GCGTGGCTTC AAGTTGCGAG CGCGTCTGAC TGTGACGGCT GCTCTGACTC
181 TTGGGCTCGT CCCGGGTCTG GCAAGTCGCG GTCGACGTGT GCTGGGGCAA GTCTCTTGCC
241 CCGGCGACCA CTCATTTTTC GACCTGAGAG CAGGCAAGGT GACCCGCCAA ATTTAAGCAT
2071 ATTAATAAGC GGAGGAAAAG AAAACAACTG TGATGCCCTT AGTAATGGCG AATGAAACGG
361 GCACAGCCCA GCACCGAACC GCCGGCCTTT GGTCGCGTGG AATGTGGTGT TCGGGGGAGC
421 CTCCTCGCGA CGTTTCTGCC GGTCCAAGTC CACCTTGACT GGGGCCACGG CCCGTAGAGG
481 GTGA

Fig. 29. Secuencia sentido de la regién ITS2 del ADN ribosomal de T. decipiens (azul), amplificada con el
iniciador ITS3.
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SEQ TD3 ITS10 HO9: 474 bp; ITS2: 284 bp

Composition 107 A; 140 C; 129 G; 98 T; 0 OTHER

Percentage: 22.6% A; 29.5% C; 27.2% G; 20.7% T; 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 146.18 dsDNA: 292.25

ORIGIN

1 GTCGCGAGGA GGCTCCCCCG AACACCACAT TCCACGCGAC CAAAGGCCGG CGGTTCGGTG
6l CTGGGCTGTG CCCGTTTCAT TCGCCATTAC TAAGGGCATC ACAGTTGTTT TCTTTTCCTC
121 CGCTTATTAA TATGCTTAAA TTTGGCGGGT CACCTTGCCT GCTCTCAGGT CGAAAAATGA
181 GTGGTCGCCG GGGCAAGAGA CTTGCCCCAG CACACGTCGA CCGCGACTTG CCAGACCCGG
241 GACGAGCCCA AGAGTCAGAG CAGCCGTCAC AGTCAGACGC GCTCGCAACT TGAAGCCACG
301 CTATGCCGAG GCAGAGCGAG AGCCCAATGC CAAAGAAAAA CTTTGGATGG ATGCAAAACC
561 GACCCTGAGC CAGACATGGG CGGTGGACGA GCCAGCGCCC GCAATATGCG TTCAAAGTGT
421 CGATGCTCAT ATGTCCTGCA GTTCACATTC CGACGCGCAG TTTGCTGCGT TCTT

Fig. 30. Secuencia antisentido de la regién ITS2 del ADN ribosomal de 7. decipiens (azul), amplificada con el
iniciador ITS10.

La region de ITS2 para el copépodo estudiado posee un tamafio de 284 pares de bases (Fig.

33), esto se pudo constatar al alinear la secuencia obtenida (Td) con la secuencia obtenida en

Brasil para la misma especie, cuya secuencia estd disponible en la base de datos GenBank del

National Center for Biotechnology Information (NCBI) bajo el cédigo de GenBank:

EF114367.1 (Fig. 31).

SEQ

Gen Bank:EF114367.1,

Thermocyclops decipiens,305 bp.

1
61
121
181
241
301

CGACACTTTG AACGCATATT GCGGGCGCTG
TCEETTTRGE. ATCCATCCARL, AGTTTTTCTT
AGCGTGGCTT CAAGTTGCGA GCGCGTCTGA
TCCCGGGTCT GGCAAGTCGC GGTCGACGTG
ACTCATTTTT CGACCTGAGA GCAGGCAAGG
CGGAG

GEICGTECAS: CECCCATETE
LEECATTERG: CICTCGETCT
CTGTGACGGC TGCTCTGACT
TGCTCEEECA AGTCTCTTGE
TGACCCGCCA AATTTAAGCA

ITS52:284bp

TGGCTCAGGG
GCCTCGGCAT
CTTGGGCTCG
CCCGGEGALET
TATTAATAAG

Fig. 31. Secuencia sentido de la region ITS2 del ADN ribosomal de 7. decipiens (azul) obtenida en los estudios
realizados en Brasil por Silva, 2003. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Consulta: 13 de abril de

2010)

La figura 32 muestra las secuencias obtenidas de Thermocyclops decipiens en Brasil y en

Venezuela, las cuales alinearon en un 100%, lo cual indica que se mantiene la secuencia del

espaciador interno transcrito en individuos de la misma especie, aun cuando esté en zonas

geograficas distintas.
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DNAMAN File:

Multiple Alignment

ef114367.1 NNNGNNNANNNNTNNNNCNCNNNNNCNINNMNNN TN Njeer 40
TD3_ITS3_E09 cigrtrrersssisne s eaaeaess s ITRTGAGCAT[SE] 1.2
Consensus 0. cga
efl114367.1 CACTTTGAACGCATATTGCGGGCGCTGGCTCGTCCACCGC 80
TD3_ITS3_E09 CACTTTGAACGCATATTGCGGGCGCTGGCTCGTCCACCGC 52
Consensus cactttgaacgeatattgegggegetggetegtecacege
ef1143267.1 CCATGTCTGGCTCAGGGTCGGTTTTGCATCCATCCAAAGT 120
TD3_ITsS3_EO09 CCATGTCTGGCTCAGGGTCGGTTTTGCATCCATCCAAAGT 92
Consensus ccatgtectggeotcagggteggttttgecateccateccaaagt
ef114367.1 TTTTCTTTGGCATTGGGCTCTCGCTCTGCCTCGGCATAGC 160
TD3_ITS3_EO09 TTTTCTTTGGCATTGGGCTCTCGCTCTGCCTCGGCATAGC 132
Consensus ttttetttggcattgggcetetegetetgectegygecatage
efl14367.1 GTGGCTICAAGTTGCGAGCGCGTCTGACTGTGACGGCTGC 200
TD3_ITS3_E09 GTGGCTTCAAGTTGCGAGCGCGTCTGACTGTGACGGCTGC L
Consensus gtggettcaagttgegagegegtetgactgtgacggetge
efl14367.1 TCTGACTCTTGGGCTCGTICCCGGGTCTGGCAAGTCGCGGT 240
TD3_ITS3_E09 TCTGACTCTTGGGCTCGTICCCGGGTCTGGCAAGTCGCGGT 212
Consensus tctgactecttgggetoegtococogggtotggocaagtegeggt
efll4367.1 CGACGTGTGCTGGGGCAAGTCTCTTGCCCCGGCGACCACT 280
TD3_ITS3_FEO09 CGACGTGTGCTGGGGCAAGTCTCTTGCCCCGGCGACCACT 252
Consensus cgacgtgtgctggggcaagtetettgececggegaccact
ef1143267.1 CATTTTTCGACCTGAGAGCAGGCAAGGTGACCCGCCAAAT 320
TD3 ITS3 EQO9 CATTTTTCGACCTGAGAGCAGGCAAGGTGACCCGCCAAAT 292
Consensus catttidcgacctgagagecaggeaaggtgaccegeccaaat
°
ef114367.1 TTAAGCATA T TAATAAGCGG A G 342
TD3_ITS3_E09 TTAAGCATATTAATAAGCGGAGEREEEIC LYo T ok cUE] 332

Consensus

ttaagecatattaataageggag

Fig. 32. Alineacidn de las secuencias de ITS2 de las especie T. decipiens extraido en Brasil (ef114367.1) y la
extraida en Venezuela (TD3_ITS3_E09), donde las flechas indican en inicio y el final de la secuencia ITS2.

En la figura 33 se muestra la secuencia completa doble cadena del rADN de Thermocyclops
decipiens, que corresponde al ensamblaje de las secuencias TD3_ITS3 y TD3_ITS10, junto
con las regiones donde anclaron los iniciadores ITS3 e ITS10 respectivamente. Se obtuvo un
producto de PCR de un tamafio total de 543 pb. La secuencia 5.8S amplificada fue de 68 pb,

ITS2 tiene un tamafio de 284 pb y la secuencia obtenida de 28S un tamafio de 191 pb.
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2 i i

181

241

301

361

421

481

541

5r

ITS3

3f

»

TCGATGAAGA
AGCTACTTCT
ACACTTTGAA
TGTGAAACTT
GGTTTTGCAT
CCAAAACGTA
CGTGGCTTCA
GCACCGAAGT
CCGGGTCTGG
GGCCCAGACC
TCATTTTTCG
AGTAAAAAGC
GAGGAAAAGA
CTCCTTTTCT
CACCGAACCG
GTGGCTTGGC
GTTTCTGCCG
CAAAGACGGC
GTA

CAT

3!

ACGCAGCAAA
TGCGTCGTTT
CGCATATTGC
GCGTATAACG
CCATCCAAAG
GGTAGGTTTC
AGTTGCGAGC
TCAACGCTCG
CAAGTCGCGG
GTTCAGCGCC
ACCTGAGAGC
TGGACTCTCG
AAACAACTGT
TTTGTTGACA
CCGGCCTTTG
GGCCGGARAC
GTCCAAGTCC
CAGGTTCAGG

CTGCGCGTCG
GACGCGCAGC
GGGCGCTGGC
CCCGCGACCG
TTTTTCTITG
AAAAAGAAAC
GCGTCTGACT
CGCAGACTGA
TCGACGTGTG
AGCTGCACAC
AGGCAAGGTG
TCCGTTCCAC
GATGCCCTTA
CTACGGGAAT
GTCGCGTGGA
CAGCGCACCT
ACCTTGACTG
TGGAACTGAC

GAATGTGAAC
CTTACACTTG
TCGTCCACCG
AGCAGGTGGC
GCATTGGGCT
CGTAACCCGA
GTGACGGCTG
CACTGCCGAC
CTGGGGCAAA
GACCCCGTTT
ACCCGCCAAA
TGGGCGGTTT
GTAATGGCGA
CATTACCGCT
ATGTGGTGTT
TACACCACAA
GGGCCACGGC
CCCGGTGCCG

TGCAGGACAT
ACGTCCTGTA
CCCATGTCTG
GGGTACAGAC
CTCGCTCTGC
GAGCGAGACG
CTCTGACTCT
GAGACTGAGA
TCTCTTGCCC
AGAGAACGGG
TTTAAGCATA
AAATTCGTAT
ATGAAACGGG
TACTTTGCCC
CGGGGGAGCC
GCCCCCTCGG
CCGTAGAGGG
GGCATCTCCC

5'a
-

ATGAGCATCG
TACTCGTAGC
GCTCAGGGTC
CGAGTCCCAG
CTCGGCATAG
GAGCCGTATC
TGGGCTCGTC
ACCCGAGCAG
CGGCGACCAC
GCCGCTGGTG
TTAATAAGCG
AATTATTCGC
CACAGCCCAG
GTGTCGGGTC
TCCTCGCGAC
AGGAGCGCTG
TGATAGGCCC
ACTATCCGGG

ITS10

Fig. 33. Secuencia completa doble cadena del rADN de Thermocyclops decipiens. Las secuencias en azul
corresponden a la regién 5.8S del rADN del copépodo (68 pb), las secuencias en anaranjados corresponden a la
region ITS2 (284 pb) y las secuencias en vende a la region 28S (191 pb). En rojo se muestran las zonas donde
anclaron los iniciadores ITS3 e ITS10 en la regién 5.8S y 28S respectivamente.

En cuanto a las secuencias del rADN de los individuos Calanoida utilizados en los métodos

de estandarizacion, la muestra E7J no arrojo secuencia de la region ITS2, mientras que de la

muestra ET1 si se obtuvo una secuencia del rADN de este copépodo. En la figura 34 se

muestra la alineacion de las secuencias de 7. decipiens y del copépodo Calanoida ET1.

Como puede observarse, las secuencias correspondientes a las regiones 5.8S y 28S alinean en

un 100% por ser secuencias conservadas entre individuos de diferentes especies. En cambio,

las secuencias de la regién ITS2 son diferentes entre el copépodo Calanoida y Cyclopoida,

teniendo una identidad del 32%, esto se debe a que la region ITS2 varia entre individuos de

diferentes especies, corroborando la utilidad del anélisis de ésta secuencia en la identificacién

a nivel de especies de organismos zooplancténicos empleando técnicas moleculares.
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DMAMAN File: Multiple Alignment

etl
TD3:. I1TS3 ENS
Consensus

etl
TD3. ITS3 ENS
Consensus

etl
TD3_ITS3 E09
Consensus

etl
TD3_IT=3_ENS
Consensus

etl
TD3 ITS3_ENS
Consensus

etl
TD3_ _ITS3 _E09
Consensus

etl
TD3_ITS3_E09
Consensus

etl
TB3. ITS3 E0S
Consensus

etl
TD3_IT=S3_E09
Consensus

etl
TD3_ITS3_E0N9
Consensus

etl
TD3_ITS3_E0NS
Consensus

etl
TD3_ITS3_E0S
Consensus

BATGAGCATCGACACTTIGAACGCATATTGCG
ATGAGCATCGACACTTIGARCGCATATTGCGE
atgagcatcgacactttgaacge

CTING TN N GIC CATGT TCAGGGTCGGT T
CTimG T [ee-Aee e CATCT] BT CAGGGTCGG T TINEE

ct gt g ccatgt tgg tcagggtcggtt ca

&l SO AG ACHNT S C Gl CT G T CICS C ey C
®C A DFAGI T TTIRC T e Tee 50 TC TMGE T elNG
B g t = ct

tcocatc tg at gg

e ACT &5 ST CAAGT T Gy CHN G e
g CEAT AT T FReyNeC CASCeCETCT
cct

gy a g gt gc tcaagttg gq

TSeyNChNe Clale 7,1 CTCTTGGRYCIETARA AL GMe Tieleley)
G & T' CCTECTCTGACT QIYTEGGCT CG TiseCleleleyy
el t g

ct tg cg oo ogggt

5 AGRANNABRGCCHENG G e GT T
BNNEC CARE Tielalele T T[e T[Sy G GIMD D . T
c atc

gca ot Lt acg gg t gg c

GEEAT TCGT i T TIhN® T T TCGAC CTGAMANY
TT@ECe G . Ao THes ...TTTCGECCTG-GEG
=3 actg t tt
°

ATGTE
GeGCTGE
g

gcatattgocgg c

cog tttogacctga a

CARGCARGESWACCCGC O . ATTTAAGCATATTAATARGC
CAEGCAR e ACCCGCOARATTTARGCATATTAATARGC

ca gcaag

GGAGGRARAGAAARCAACTGTGATGCCCTTAGTAATGGCG
GEAGGRAAAGAAAARCAACTGTGATGCCCTTAGTAATGGECGE

graggaaaagaaaacaactgtgatgoccttagtaatggog

acccgcc aatttaagcatattaataage

AATGARACGGGCACAGCCCAGCACCGAACCGCCGGCCTTT

AATGARACGGGCACAGCCCAGCACCGARCCGCCGGCCTTT
aatgaaacgggcacagoccagoacogaaccgocggoottt

GGTCGCGTGGAATGTGGIGTICGGGGGAGCCTCCTCGCGA
GGTCGCGTGGAATGTGGTGTTCGEGGGAGCCTCCTCGCGA
gytcgogtggaatgtggtgttcgggggagoctoctogoga

CGTTTCTGSCC TTGACTGGGGCCACGE
CCTTGACTGGGGCCACGG
cct

tgqactggagccacadq

CGTTTCTGCC C
<

copépodo.

39
40

Fig. 34. Alineacidn de las secuencias del rADN de los copépodos T. decipiens (TD3) y el copépodo Calanoida
utilizado en las estandarizaciones (ET1). Las flechas indican en inicio y final de la regién ITS2 de cada
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DISCUSION

El cuerpo de agua del lago artificial del Circulo Militar (DC) puede catalogarse como un lago
somero, ya que su profundidad media es menor a los 3 m (Scheffer, 2004). Este tipo de lagos
se caracteriza por su mezcla frecuente de la columna de agua, por la alta transparencia de sus
aguas (en ambientes sin exceso de nutrientes) y por la densa vegetacion sumergida. Debido a
que existen pocos estudios de lagos someros en Venezuela, algunas de las comparaciones se
hardn en relacién con otros cuerpos de agua en los que si existen estudios previos (lagos y
embalses), pero siempre dejando en claro que la dindmica de los lagos someros, y en especial
la del lago artificial estudiado, también puede estar supeditada a perturbaciones externas
generadas por el manejo que de estos cuerpos de agua se realiza, como por ejemplo el flujo
de agua de manera irregular desde tuberias, todo lo cual debe generar condiciones de tensién
sobre las comunidades bioldgicas, particularmente la del zooplancton.

Debido a que el lago del Circulo Militar es un lago somero, por su escasa profundidad no
estratifica térmicamente de manera estable, lo que les da un cardcter polimictico (Echaniz y
col., 2008). Esto le confiere en términos generales, cierta homogeneidad a la columna de
agua.

El lago del Circulo Militar no presento estratificacion térmica, excepto el 9 de Junio y el 9 de
Julio donde se observé una clara estratificacién, pero por lo somero del lago estas
estratificaciones térmicas no permanecen por largos periodos de tiempo, por lo que se puede
clasificar el lago como polimictico (Lewis, 1983). Ademds en todo el periodo de estudio, los
andlisis de campo fueron realizados en horas de la mafiana excepto en estas fechas, cuyos
andlisis se realizaron en horas del mediodia, cuando la radiacién solar fue mayor y por ende
la temperatura en la superficie del agua fue mayor que en el resto de los muestreos, lo cual

permitio registrar las mayores diferencias de la temperatura entre la superficie y el fondo del
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lago, sin embargo, por lo somero del lago, esta estratificacién debi6 ser efimera. En el resto
del muestreo se registré una homogeneidad relativa en cuanto a la temperatura en toda la
columna de agua, debido a la condicidn polimictica y a lo somero del lago, mezcldndose
continuamente las aguas por accidn del viento y por corrientes convectivas causadas por el
enfriamiento del agua durante las horas nocturnas, lo cual es propio de sistemas someros
(Gonzélez y col., 2008).

El 25 de junio también se observo que el personal del lago le suministré agua al lago por
medio de un conducto cercano a la estaciéon de muestreo, lo cual seguramente contribuyé con
la homogenizacién de la columna de agua.

Otro factor clave en el establecimiento de las condiciones de un ecosistema acudtico es la
distribucién o concentracién de oxigeno disuelto. El oxigeno no sélo determina la presencia
o ausencia de los organismos, sino que también regula los fendmenos de oxido-reduccién que
puedan darse en el sistema (Wetzel, 2001).

El oxigeno llega al agua por difusién de la atmdsfera o por fotosintesis. La difusién del
oxigeno en un ecosistema acudtico se lleva a cabo por medio de la circulacién y movimientos
del agua provocados por diferencia de densidad de las capas de agua o por los vientos
(Roldan, 1992). La fotosintesis es la otra fuente de oxigeno, pero este proceso sélo se
presenta a la profundidad hasta la cual llega la luz solar, la cual es llamada zona eufética, que
como se observé en los perfiles de transparencia, se extendié por casi toda la columna de
agua en el lago del Circulo Militar.

En los lagos tropicales, en la zona euf6tica se lleva a cabo una fuerte actividad fotosintética
favorecida por las altas temperaturas, lo que usualmente sobresatura esta zona de oxigeno
disuelto; en cambio en la zona aufética el contenido de oxigeno es bajo (Roldan, 1992).
Durante el periodo de estudio se presentaron condiciones de hipoxia el 27 de mayo y el 9 de

julio en el fondo del lago, debido a la degradacion de materia orgénica, cuyo proceso se lleva
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a cabo agotando rapidamente el oxigeno disponible. En estratos superficiales del lago, se
registraron las mayores concentraciones de oxigeno disuelto debido al proceso de fotosintesis
del fitoplancton y de las plantas sumergidas en el lago que liberan oxigeno al sistema. A
medida que aumento la profundidad se disminuy6 la concentracién de oxigeno disuelto en el
agua, disminuyendo abruptamente a partir de los dos metros de profundidad. Esto también se
observé el 25 de junio cuando la concentracion de oxigeno disuelto fue uniforme hasta los
dos metros de profundidad, a partir de la cual disminuyd por los procesos de respiracion y
oxidacién de materia organica (Mendoza, 1999).

A pesar de la alta transparencia del agua, que permitiria suponer que en toda la columna de
agua se pueden efectuar los procesos fotosintéticos, la densa cobertura de la vegetacién
sumergida limité la penetracién de la luz a partir de los 2 m de profundidad, lo que causé la
disminucién abrupta en las concentraciones de oxigeno disuelto ya descritas.

El pH fue siempre mayor en los estratos superficiales durante el periodo de estudio,
probablemente debido a la actividad fotosintética del fitoplancton y de las plantas sumergidas
Chara sp y Elodea sp. En el fondo del lago, los valores de pH fueron menores que en la
superficie lo cual pudo deberse al predominio de los procesos de respiracion y
descomposicién de materia organica.

La transparencia media registrada del lago fue de 3,25 =+ 0,3 m lo cual indica una baja
cantidad de materiales s6lidos en suspension (seston). Esto se debe a que la transparencia
del agua depende de la cantidad de materia orgdnica e inorgénica que se encuentra en el
cuerpo de agua, que a su vez determinan tanto la penetracion de la luz como el grado de
atenuacion en la columna de agua. Esta alta transparencia del agua puede deberse al efecto
de la vegetacion sumergida de Chara sp. y Elodea sp. que contribuyen a una mayor
transparencia del agua debido a diversos mecanismos relacionados con el papel de la

vegetacion acudtica, absorbiendo nutrientes de agua y del sedimento (Ozimek y col., 1993) y
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ademds actdan como refugio para el zooplancton de gran tamafio (Meerhoff y Mazzeo,
2004).

Los solidos totales disueltos en un cuerpo de agua se miden por medio de la conductividad
eléctrica. A través de esta medida se puede conocer la magnitud de la concentracion idnica,
por lo tanto se correlaciona con la salinidad. Los iones que influyen mds en la conductividad
son los llamados macronutrientes como el calcio, magnesio, potasio, sodio, carbonatos,
cloruros y sulfatos (Rolddn, 1992).

La conductividad fue generalmente mayor en los estratos profundos indicando una mayor
concentracion de sélidos disuelto en el fondo el lago. La conductividad media registrada
durante el periodo de estudio para el lago fue de 373 + 15 pS/cm. De esta forma, el lago
puede clasificarse como de baja salinidad segtin el criterio de Serruya y Pollingher (1983) ya
que su conductividad eléctrica fue menor a 500 pS/cm.

La biomasa del fitoplancton estimada como concentracién de clorofila-a, en la mayoria de
los casos, fue mayor en los estratos subsuperficiales o profundos durante los periodos de
muestreo, lo cual pudo ser indicativo de la fotoinhibicién que ocurre en los estratos
superficiales por la alta insolacion y la alta transparencia del agua (Wetzel, 2001). En los
casos en que los mayores valores de clorofila-a se registraron en los estratos superficiales,
estos coincidieron con las condiciones de alta nubosidad, las cuales atentdan el paso de la
radiacion solar (Welch, 1980). La correlaciéon negativa y significativa (p < 0,05) entre la
concentracion de clorofila-a y la transparencia del agua (r = - 0,89) parece confirmar esta
aseveracion.

Las diferencias en las concentraciones de clorofila-a encontradas a través del periodo de
estudio pudieran deberse a que, en muchos lagos someros, tanto las particulas inorganicas del
sedimento y las células algales sufren un ciclo rdpido de sedimentacién y resuspension

(Scheffer, 2004). A veces, la resuspension y el aumento de la turbidez de las aguas es debida
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al oleaje, mientras que en otros casos es debida a la actividad de los peces. En el caso del
sistema artificial bajo estudio, también el bombeo de agua pudiera haber resultado en un
efecto importante de resuspension de sedimentos, nutrientes y fitoplancton.

Con base a las caracteristicas ambientales y al patrén de variaciones temporales descritas, se
lograron establecer relaciones en cuanto al grado de asociacion de las variables ambientales y
las bioldgicas, que permitieron inferir patrones ecoldgicos de la comunidad de zooplancton
del lago del Circulo Militar.

La composicién de zooplancton estuvo dominada por los copépodos y los rotiferos, estos
ultimos dominaron en el lago durante el mes de mayo cuando se registraron las mayores
concentraciones de oxigeno disuelto, lo que confirmaria la dependencia de este grupo del
oxigeno disuelto (Infante, 1988). En el lago del Circulo Militar, las mayores abundancias de
zooplancton en los estratos superficiales tal vez por la posible presencia de alimento, lo cual
puede observarse en otros cuerpos de agua de Venezuela, como en el caso del embalse de
Tierra Blanca (Gavidia, 2004).

En lo que concierne a los copépodos, se puede afirmar que estos parecieron reproducirse
durante todo el periodo de estudio, a juzgar por la presencia de nauplios durante todo el
estudio. Los nauplios de Calanoida fueron mds abundantes en el periodo de estudio excepto
en mayo, cuando abundaron los nauplios de Cyclopoida. La dominancia de los nauplios
podria atribuirse al estrés fisico o a la mortalidad elevada en los sucesivos estadios de
desarrollo y posiblemente asociada a una depredacion selectiva (Castillo, 1991; Carrillo,
2001).

La mayor proporcién de copépodos Calanoida, en comparacién con los Cyclopoida, tal vez
se deba a la condicién oligo-mesotréfica del sistema, de acuerdo con la relacién de Calanoida

/ Cyclopoida — Cladocera que se usa como un indicador de la calidad de agua. Esta relacion

73



en el lago del Circulo Militar fue de 1,55, indicando condiciones oligo-mesotroficas (Dussart
y Defaye, 1995).

Varios autores declaran que el zooplancton de sistemas oligotréficos y oligo-mesotréficos
responden de manera directa a las variaciones del fitoplancton (Gliwicz, 1969; Infante,
1988). Ejemplos de esta relacion fueron detectados por Gonzilez (2002) en el embalse
oligotréfico Agua Fria (Edo. Miranda), en el que las variaciones del zooplancton siguieron,
con un cierto desfase debido a sus tasas mds lentas de crecimiento, a las variaciones del
fitoplancton. Gavidia (2004), también detectd una respuesta relativamente inmediata a las
variaciones en la biomasa del fitoplancton en la produccién de nauplios y de copepoditos del
embalse Tierra Blanca. Sin embargo, en el lago del Circulo Militar no se detecté una
correlacién significativa entre la biomasa del fitoplancton y la abundancia del zooplancton
(r = 0,29). Por el contrario, se noté que la abundancia del zooplancton presenté su menor
valor durante julio, mes en el que se inicid la temporada de lluvias (Servicio de Meteorologia
de la Aviacién, 2009) en la regién en la que se encuentra ubicado el sistema bajo estudio
(cuidad de Caracas), por lo que pareciera que la comunidad del zooplancton en el lago
artificial del Circulo Militar parecié depender mas de las variaciones abidticas mas que de las
bidticas. Esto también ha sido registrado en los embalses La Mariposa, Distrito Capital
(Carrillo, 2001) y Clavellinos, Edo. Sucre (Merayo, 2007).

No se descarta que el manejo que se hace de este cuerpo de agua también afecte la dindmica
del zooplancton. Ya se ha mencionado que en uno de los muestreos se noté que el lago era
llenado con agua proveniente desde una tuberia, lo cual, segin informacién recibida, es una
practica rutinaria en este lago artificial. Al respecto, Rocha y colaboradores (1999) comentan
que las variaciones de volumen en los cuerpos de agua pueden afectar la abundancia y la
produccién de la comunidad plancténica, ya que generan cambios importantes en las

condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas de los ecosistemas dulceacuicolas.
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En los lagos someros, el zooplancton de talla grande puede usar la vegetacién como refugio
contra la depredacién de los peces durante las horas diurnas (Scheffer, 2004). En horas
diurnas, el zooplancton puede ser encontrado cerca del lecho de vegetacion sumergida, mds
que penetrar en ella. Sin embargo, este autor también sefiala que no es del todo claro que la
vegetacion sumergida proteja al zooplancton de la depredacién de los peces, y que varios
experimentos han demostrado que la efectividad del refugio depende, entre otras cosas, de las
especies de peces presentes y de la densidad de la vegetacion.

En el caso del zooplancton en el lago del Circulo Militar, la mayor abundancia del
zooplancton siempre se registré en los niveles superficiales mas que en aquéllos cercanos a la
vegetacion sumergida, lo que pudiera explicarse por la ausencia o por un efecto débil de la
depredacion de los peces sobre esta comunidad, segin lo registrado por Mavutti y Litterick
(1981) en el lago tropical Naivasha (profundidad media de 6 metros).

Asi, en el lago del Circulo Militar, considerando la falta de correlacién entre la clorofila-a y
la abundancia del zooplancton, ademds de la mayor abundancia zooplancténica cerca de la
superficie del agua por causa de un efecto débil de la depredacién (que pudiera ser ejercida
por los poecilidos — gupis — observados en el cuerpo de agua), puede reforzarse la idea de que
la comunidad de animales plancténicos estuvo controlada més por las condiciones abidticas
que por los factores bidticos.

El indice de diversidad incluye la riqueza de especies y considera cudn equitativa estd
distribuida la abundancia (equidad) de cada una de ellas (Shannon y Weaver, 1949). Asi,
tanto la presencia de las especies como de sus abundancias relativas influyeron en los valores
del indice de Shannon. Asi, normalmente, el indice de diversidad presenté valores que
pudieran considerarse relativamente bajos, pues los copépodos (mdximo de 3 especies
presentes) mostraron abundancias relativas elevadas, con valores que llegaron a alcanzar el

67% del total; en mayo, cuando dominaron los rotiferos (grupo con mayor numero de
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especies en el lago), los valores del indice de diversidad resultaron los mayores del periodo
de estudio. Esta misma tendencia se observo para el indice de equidad.

Los indices de diversidad y de equidad aplicados al zooplancton parecen concordar con los lo
expresado anteriormente. Los cambios conjuntos de las condiciones ambientales, parecieron
reflejarse en las variaciones en los valores de los indices aplicados a la comunidad del
zooplancton.

El coeficiente de concordancia de Kendall, a pesar de ser un valor relativamente bajo, mostrd
que los rasgos de abundancia de las especies del zooplancton no difirieron significativamente
a lo largo del periodo de estudio. Asi, la estructura comunitaria fue parecida durante el
periodo 30 de abril al 9 de julio, aunque debe hacerse la acotacién de que este coeficiente no
toma en cuenta los valores de abundancia, sino s6lo los rangos de abundancia.

El ACP, por su parte, mostré que las variaciones observadas de las variables estudiadas
siguieron una secuencia estacional, la cual fue seguida, por lo tanto, por la comunidad del
zooplancton. Esta comunidad parecié ser controlada, entonces, por el ambiente fisico y
quimico.

En el andlisis taxondmico de especies de zooplancton, los caracteres morfoldgicos pueden ser
engafiosos para determinar una especie o para distinguirlas, ya que han sido encontradas
especies morfolégicamente idénticas, pero que poseen complementos cromosomicos
divergentes, o viceversa (Wyangaard y Chinnappa, 1982).

En relacién al copépodo Cyclopoida, el conocimiento de la diversidad de esta especie en
cuerpos de agua dulce requiere un estudio cuidadoso de la identificacién de estos organismos
a nivel de especie, por ser estas entidades las que a nivel poblacional definen las
caracteristicas de un ambiente acudtico (Silva, 2003).

A nivel de especie, varios estudios taxondmicos previos arrojaron identificaciones de

especies erroneas, entre ellos las especies de Mesocyclops sp. y de Thermocyclops sp. debido
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a las semejanzas morfoldgicas que poseen los individuos pertenecientes a cada género (Silva,
2003).

Igualmente, entre las especies de Thermocyclops sp. hay semejanzas atin mayores, de manera
que la diferenciaciéon morfoldgica para definirlas a veces resultan muy sutiles. Por ejemplo,
Fernando (2002), presenta descripciones muy parecidas para las especies Thermocyclops
crassus 'y Thermocylops decipiens, las cuales son diferenciadas por este autor por una
pequeiia curvatura en la espina interna del endopodito del cuarto par de patas en 7. decipiens;
T. crassus, segun el autor, no presenta dicha curvatura.

Debido a estos hechos, se destaca la importancia del estudio molecular de estas especies de
zooplancton para su correcta identificacion taxondémica.

Las secuencias obtenidas para el copépodo Cyclopoida Thermocyclops decipiens por medio
de las técnicas de extraccion de ADN y de amplificacién de la region del ITS2 del ADN
ribosomal de estos individuos, mostraron que estas técnicas pueden ser aplicadas a
individuos Cyclopoida. También se obtuvieron resultados éptimos para los individuos de los
copépodos Calanoida utilizados en la estandarizacion de las técnicas moleculares, lo cual
demuestra que las mismas pueden ser empleadas en la identificacion molecular de diversas
especies de copépodos.

Al alinear las secuencias obtenidas de 7. decipiens en Venezuela y en Brasil se encontr6é una
identidad del 100%, indicando que la secuencia del espaciador ribosomal se mantiene en
individuos de la misma especie, aun tomando en cuenta la separacién geografica.

Los resultados obtenidos en la alineacién de las secuencias de 7. decipiens, junto con las
secuencias de los Calanoida utilizados en las estandarizaciones, tuvieron una identidad del
50% proveniente solamente de las secuencias pertenecientes a las regiones conservadas
5.8 S y 28 S que se amplifica por el anclaje de los iniciadores. Las diferencias en las

secuencias de los espaciadores entre diferentes especies y la total semejanza en las
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secuencias provenientes de individuos de la misma especie confirman que estas técnicas
moleculares son una herramienta itil en la taxonomia del zooplancton.

De esta manera, las técnicas de biologia molecular ofrecen una nueva y poderosa herramienta
en la taxonomia de los copépodos, independientemente de las caracteristicas morfoldgicas
cambiantes, formdndose asi una nueva senda en los estudios evolutivos y ecoldgicos de

microcrustdceos presentes en los cuerpos de agua venezolanos.
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CONCLUSIONES

El lago artificial del Circulo Militar (DC) por ser un sistema somero, pudo clasificarse
como polimictico. La columna de agua estuvo oxigenada, aunque se detectaron
condiciones de hipoxia en el estrato profundo.

Las aguas mantuvieron condiciones alcalinas durante todo el periodo de estudio y de
acuerdo con los valores de conductividad, se clasificé como de baja salinidad.

La biomasa del fitoplancton presenté valores de bajos a moderados.

Se identificaron 13 taxones, siendo los rotiferos el grupo mas diverso representado
por 5 especies, seguido por los copépodos con 3 especies, los cladoceros con 2 y, por
ultimo, los protozoarios, ostracodos y dipteros representados por una especie cada
uno.

La abundancia del zooplancton fue moderada durante el periodo de estudio. Se
encontré mayor abundancia de organismos entre O y 1 metro de profundidad, siendo
los copépodos y rotiferos los que presentaron las mayores abundancias.

El copépodo Cyclopoida Mesocyclops sp. fue el mas abundante de este orden, , del
grupo de los rotiferos domind Keratella sp., mientras que Diaphanosoma spinulosum
fue el claddcero las abundante en todo el periodo de estudio

Los estadios juveniles (copepoditos y nauplios) presentaron las mayores abundancias
dentro del grupo de los copépodos.

La comunidad del zooplancton parecié estar controlada por las variaciones fisicas y
quimicas mas que por la disponibilidad del alimento.

Con el método estandarizado de Towner se obtuvieron resultados positivos para la
extraccion de ADN de Thermocyclops decipiens y de ejemplares de copépodos

Calanoida.
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El producto de amplificacién por la técnica de PCR fue de 543 pb.

La secuencia de la region ITS2 de T. decipiens tiene un tamafio de 284 pb.

Las secuencias de la region ITS2 de T. decipiens colectados del lago del Circulo
Militar y las obtenidas a partir de ejemplares de embalses de Brasil alinearon en un
100%.

Las secuencias de la regién ITS2 de T. decipiens y de los copépodos calanoida
presentaron una identidad del 32%

Las técnicas de extraccion de ADN y de PCR empleadas fueron eficientes para la

identificacién taxondmica de copépodos.
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