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ABSTRACT. The zooplankton of the saline lakes of central Argentina includes several native species
of crustaceans. Among cladocerans, Daphnia menucoensis Paggi, 1996 and Moina eugeniae Olivier, 1954
are two of the most frequent species in these environments. However, there is no information on their
ecophysiological aspects, such as tolerance to different salinities, which may contribute to a better un-
derstanding of their geographic and temporal distribution. The aim of this study was to determine the
survival of neonates of both species by means of 48-h acute tests (without food or renewal of the medium)
at 16 and 18 different salt concentrations. The concentration of total dissolved solids at which the most
abundant populations of these species were detected under natural conditions was considered as the “con-
trol” or “optimal concentration”. M. eugeniae was more tolerant to increased salinity than D. menucoensis,
since 62% of the neonates of the former survived up to 31 g.I'!, whereas more than 50% of the individuals
of the latter survived up to 24 g.I"". In salinities below the “control” concentration, the tolerance limit was
different to that recorded in the field, since both species survived at concentrations below 1 g.I"', whereas
in natural conditions they were recorded only as from 7 g.I"' (M . eugeniae) and 5 g.1'' (D. menucoensis).

KEY WORDS: Daphnia menucoensis, Moina eugeniae, saline lakes
PALABRAS CLAVE: Daphnia menucoensis, Moina eugeniae, lagos salinos

INTRODUCCION

Aunque algunas caracteristicas de la
biota de los lagos salinos y su relacion con
algunos factores ambientales, son relativa-
mente conocidas (Bos ez z/., 1996; Evans ez
al., 1996; Williams, 1998; Herbst, 2001 y
Hall y Burns, 2003), la tolerancia a la sali-
nidad elevada de los animales que habitan
aguas epicontinentales es poco conocida,
en particular en el caso de invertebrados
que carecen de la movilidad necesaria

para abandonar los hébitats afectados por
cambios en este parametro (Ghazy er al.,
2009). Asf, hay relativamente poca infor-
macién disponible sobre las respuestas y
adaptaciones de organismos provenientes
de agua dulce que hayan colonizado aguas
salinas, tales como los cladéceros (Freitas
y Rocha, 2011). Entre éstos, la mayoria
son exclusivos de aguas de baja salinidad,
aunque algunas especies se han adaptado
a ambientes de elevada concentracion de
solidos disueltos (Ghazy ez 4/., 2009).
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Ademas de ser escaso el conocimiento
ecolégico sobre estas especies, existe una
tendencia mundial a la salinizacién de los
cuerpos de agua epicontinentales (Rahel
y Olden, 2008), lo que incrementa la ne-
cesidad de estudios que permitan contar
con informacion sobre la ecologia de es-
tos 0rganismos.

Entre los aportes realizados a nivel ex-
perimental sobre la influencia de la sali-
nidad en cladéceros zooplancténicos, se
cuentan la determinacién de las respuestas
de Daphnia carinata (Hall y Burns, 2002),
el analisis de la reproduccién y superviven-
cia de Mozna hutchinsoni (Martinez-Jerdni-
mo y Espinosa-Chavez, 2005), el estudio
de los efectos de salinidades crecientes
sobre la dindmica poblacional de algunas
especies (Sarma ¢t /., 2006), la determi-
nacién de los efectos de la salinidad sobre
poblaciones de Daphnia magna (Martinez-
Jerénimo y Martinez-Jerénimo, 2007;
Ghazy et /., 2009), habiéndose detectado
en todos los casos efectos negativos sobre
diferentes pardmetros poblacionales.

En 2007, Jeppesen et al. analizaron
los efectos de la salinidad en el marco del
modelo de los estados alternativos de los
lagos someros, haciendo particular refe-
rencia a la desaparicién de especies del
género Daphnia a medida que aumenta
la salinidad. Este género se habria origi-
nado en aguas dulces, en las que tiene su
mayor distribucion (Peters, 1987; Tesch-
ner, 1995), de forma que en América del
Norte, sobre un total de 35 especies s6lo
una, Daphnia salina, habita aguas de ele-
vada salinidad (Hebert ez /., 2002). M4és
recientemente, Heine-Fuster ez 2/. (2010)
estudiaron las respuestas osmorregula-
torias y demograficas de Daphnia exilis,
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una especie halofilica potencialmente in-
vasora en Chile y sugirieron que la colo-
nizacién de ambientes disturbados por la
salinizacién le confiere una considerable
ventaja, ya que actuarian como refugios
quimicos frente a enemigos naturales.
En Argentina existen numerosos am-
bientes de salinidad elevada, sobre todo
en la regién semiarida central y norte de
Patagonia. Estos ecosistemas se caracte-
rizan por tener asociaciones de especies
de cladbceros y copépodos con algunos
elementos diferentes a los registrados en
otros continentes, debido a la presencia de
numerosos endemismos con sus propios
patrones biogeograficos (Paggi, 1998;
Battistoni, 1998; Menu-Marque y Locas-
cio de Mitrovich, 1998; Menu-Marque ez
al., 2000; Adamowicz et al., 2004; Boxs-
hall y Defaye, 2008, Forr6 ez al., 2008).
En estos ambientes, generalmente lagos
someros temporarios, las especies haléfilas
Daphnia menucoensis y Moina eugeniae son
los cladéceros mas frecuentes y de mas
amplia distribucion (Paggi, 1998; Echa-
niz et a/. 2006; Vignatti ¢t a/., 2007).
Aunque se conocen aspectos de la bio-
logia de estas especies en condiciones na-
turales (Echaniz ez /., 2006; Vignatti ez
al., 2007; Echaniz e /., 2010), se carece
de informacién sobre algunos aspectos
ecofisiolégicos, tales como su tolerancia
a diferentes salinidades, que contribuyan
a explicar su distribuciéon geogréfica y
temporal, sobre todo considerando que
la salinidad es una de las dimensiones
del nicho ecolégico que afectan la dis-
tribucion de los cladéceros (Ghazy ez /.,
2009). Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue determinar la supervivencia
de neonatos de D. menucoensis y M. euge-
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niae mediante ensayos agudos en diferen-
tes concentraciones salinas. Se considerd
como “control”, la concentracién de séli-
dos disueltos totales en la que se detec-
taron las poblaciones mas abundantes
de estas especies en condiciones natura-
les (Echaniz et a/l., 2006; Vignatti ¢t al.,
2007, Echaniz ef 2/., 2010).

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos en laboratorio
equivalentes a los que, en ecotoxicolo-
gia, se denominan de toxicidad aguda,
tomando como indicador del efecto la in-
movilidad o muerte del individuo.

Para contar con los ejemplares nece-
sarios para la realizacion de los ensayos
se recolect6 sedimento del fondo seco de
Utracéan, una laguna salada de la provin-
cia de La Pampa, donde D. menucoensis y
M. engeniae son integrantes habituales del
zooplancton, para obtener nuevas pobla-
ciones a partir de los efipios del “banco
de huevos”. El sedimento fue colocado en
un tanque de 300 litros, al aire libre. En
el mismo se mantuvieron las caracteristi-
cas fisicoquimicas del agua similares a las
de la laguna original en las ocasiones en
que se registraron las especies. Una vez
desarrolladas y establecidas las poblacio-
nes de ambas, se retiraron hembras par-
tenogenéticas y se aclimataron en labora-
torio por separado, en dos acuarios de 20
litros durante 60 dias. Los neonatos, (de
no mas de 24 horas) producidos por las
hembras seleccionadas fueron los utiliza-
dos en los ensayos.

El medio de experimentacion se prepa-
r6 empleando agua desmineralizada a la
que se le agregaron sales secas precipita-
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das, provenientes de la misma laguna de
la que se obtuvo el sedimento. Se le adi-
cion6 NaCl hasta obtener proporciones
idnicas aproximadas a las encontradas en
el agua de la laguna en muestreos previos.
Esta correccion en la composicion se reali-
z6 ya que las sales secas precipitadas con-
tenfan mayor proporcion de sulfatos que
la registrada en el agua de la laguna. Esta
situacién es comun en lagos salados ya
que cuando la salinidad total aumenta, los
sulfatos alcanzan el punto de saturacién y
precipitan, mientras que los cloruros si-
guen aumentando (Bucher ez a/., 2000).

Los ensayos se realizaron en tubos de
vidrio de 20 ml en los que se colocaron 5
neonatos por tratamiento, preparandose
4 réplicas por cada concentracion. Fueron
ensayos estaticos (sin recambio del medio
y sin alimentacién) y las observaciones se
hicieron cada 12 horas, teniendo en to-
dos los casos, una duracién total de 48
horas. El fotoperiodo al que estuvieron
expuestos los tratamientos fue de 8/16
horas (oscuridad y luz respectivamente).
La iluminacién fue brindada por dos tu-
bos fluorescentes de 18 Watts, controla-
dos por un temporizador. La temperatura
se mantuvo constante en 22 = 1°C.

Los ensayos con D. menucoensis se hi-
cieron con 16 diferentes concentraciones
(crecientes y decrecientes) aplicando un
factor de 1,3 a una salinidad inicial de 14
g.I''. En el caso de M. eugeniae, se reali-
zaron con 18 diferentes concentraciones,
también aplicando un factor 1,3 pero a
una salinidad de 24 g.I''. Ambos valores
(14 y 24 g.I"), fueron considerados el
“Optimo hipotético en condiciones natu-
rales” para cada especie, ya que fueron
las concentraciones de sélidos disueltos
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en las que se detectaron las poblaciones
mas abundantes de D. menucoensis y M.
engeniae respectivamente, tanto en es-
tudios anteriores (Echaniz et «/., 2006),
como en observaciones a campo previas
al presente estudio. Debido a esto, fue-
ron considerados el “grupo control” du-
rante los ensayos.

Los resultados obtenidos fueron ana-
lizados estadisticamente (Sokal y Rohlf,
1995; Zar, 1996). A efectos de determi-
nar diferencias entre tratamientos se uti-
liz6 el analisis no paramétrico de Kruskal
Wallis y se realizé el test @ posteriori de
Dunnet para detectar qué tratamientos
presentaron diferencias significativas res-
pecto del grupo control.

RESULTADOS

Ensayos con Daphnia menucoensis

Al finalizar los ensayos se encontraron di-
ferencias significativas entre tratamientos (H
= 54,27; p = 0,0000) y el test @ posteriori
indicé que los diferentes fueron el correspon-
diente a la menor salinidad y los tres de ma-
yor concentracion (Tabla 1), pero no hubo
diferencias en los resultados registrados a las
48 horas entre los tratamientos comprendi-
dos entre 0,78 y 18 g.I' (Tabla 1).

Los ensayos mostraron que ain a una
concentracion de 0,015 g.I, algunos neo-
natos (40%) sobrevivieron a las 48 horas
y la mortalidad del 60% de los ejemplares

Tabla 1. Resultados del test a posteriori de Dunnet de los ensayos con D. menucoensis. Los valores en negrita

indican diferencias significativas con respecto al “control”.

Concentracion

0 12 hs 24 hs 36 hs 48 hs
(g1
0,015 0,000039 0,000521 0,000006 0,000006
0,78 0,999996 1,000000 0,999552 0,245607
1,02 1,000000 1,000000 0,830113 0,937022
1,72 0,987582 0,998251 0,102436 0,076986
2,23 0,987582 0,998251 0,102436 0,245607
29 0,987582 0,998251 0,102436 0,076986
3,77 1,000000 1,000000 0,102436 0,076986
4,9 1,000000 1,000000 0,999552 0,999944
6,37 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
8,28 1,000000 1,000000 0,830113 0,937022
10,77 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
14 Control Control Control Control
18 0,999996 1,000000 0,830113 0,937022
24 1,000000 1,000000 0,999552 0,000022
31 0,326107 0,000055 0,000006 0,000006
40 0,000006 0,000006 0,000006 0,000006
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Figura 1. Resultados de los ensayos agudos con D. menucoensis @ salinidades crecientes.
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se registré al cabo de las primeras 12 horas
(Fig. 1). En los tres tratamientos de salini-
dades mas elevadas, el comportamiento de
los neonatos difiri6. En el de 24 g.I", las
primeras bajas se registraron a partir de
las 36 horas, de manera que las diferencias
estadisticamente significativas con respec-
to al control s6lo se encontraron al final
del ensayo. En el tratamiento con 31 g1,
si bien algunas bajas se detectaron a las
12 horas, las diferencias significativas con
el control se encontraron cuando habian
transcurrido 24 horas. Finalmente, en el
ensayo realizado con una concentracion
de 40 g.I', las diferencias significativas

con el control se detectaron a las 12 horas,
momento en que habfan muerto todos los
ejemplares (Fig. 1; Tabla 1).

Ensayos con Moina eugeniae

Se encontraron diferencias significati-
vas entre los tratamientos (H = 54,15; p
= 0,0000). El test « posteriori indic6 que,
de forma similar al caso anterior, los que
difirieron fueron el de menor concentra-
cién y los tres de mayores concentraciones,
pero no se encontraron diferencias signi-
ficativas a las 48 horas entre los ensayos
realizados entre 0,78 y 24 g.I'' (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del test a posteriori de Dunnet de los ensayos con M. eugeniae. Los valores en negrita

indican diferencias significativas con respecto al “control”.

Concentracién 12 hs 24 hs 36 hs 48 hs
(g1
0,015 0,000009 0,000008 0,000008 0,000008
0,78 0,970588 0,970840 0,889190 0,983697
1,02 0,970588 0,339169 0,889190 0,983697
1,32 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
1,72 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
2,23 0,970588 0,970840 0,889190 0,983697
2,9 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
3,77 0,970588 0,970840 0,999909 0,983697
4,9 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
6,37 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
8,28 0,337874 0,339169 0,889190 0,983697
10,77 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
14 0,970588 0,970840 0,999909 0,999997
18 0,970588 0,970840 0,999909 0,983697
24 Control Control Control Control
31 1,000000 0,993793 0,000645 0,000092
40 0,001742 0,000008 0,000008 0,000008
52 0,000008 0,000008 0,000008 0,000008
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Figura 2. Resultados de los ensayos agudos con M. eugeniae a salinidades crecientes.
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Del mismo modo que D. menucoensis,
algunos neonatos de M. exgeniae expues-
tos a una concentraciéon de 0,015 g.I"
sobrevivieron a las 48 horas (25%), pero
la mortalidad aument6 en forma gradual
(Fig. 2). En los tres tratamientos con sali-
nidades mas elevadas el comportamiento
también fue diferente. En el de 31 g.I',
las bajas se produjeron a partir de las 24
horas, de forma que el post test indicd
diferencias significativas con respecto al
control a las 36 horas. En los ensayos con
40 y 52 g.I'", la muerte de los neonatos
se produjo en forma inmediata, de forma
que ambos tratamientos difirieron del
control a las 12 horas. Sin embargo, en el
primero, a las 12 horas habia sobrevivi-
do el 85% de los ejemplares, mientras la
totalidad de los neonatos del tratamien-
to con 52 g.I"! habia muerto en ese lapso
(Fig. 2; Tabla 2).

DISCUSION

M. eugeniae fue mas tolerante al au-
mento de salinidad que D. menucoensis, ya
que sus neonatos sobrevivieron hasta 31
g.I'" mientras que los de la segunda lo hi-
cieron s6lo hasta 24 g.I"'. Esta situacién
coincidié con lo observado en condicio-
nes naturales para las dos especies (Echa-
niz y Vignatti, 1996 y 2002; Vignatti et
al., 2007; Echaniz, 2010; Echaniz er 4/.,
2006y 2010).

En los tratamientos con las concen-
traciones mds reducidas, el limite de
tolerancia fue diferente al registrado a
campo. Los neonatos de ambas especies
sobrevivieron en concentraciones infe-
riores a 1 g.I" mientras que en condi-
ciones naturales, en cuerpos de agua de
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La Pampa, sélo se registraron cuando la
salinidad super6 los 7 g.I"" (M. eugeniae)
y 5 g.I't (D. menucoensis) (Echaniz y Vig-
natti, 1996y 2002; Vignattiet @/., 2007;
Vignatti y Echaniz, 1999; Echaniz, 2010
y Echaniz ez @/., 2006 y 2010). Con res-
pecto a la presencia de estos organismos
en la naturaleza y su relacién con la con-
centracion salina, no debe perderse de
vista que los ensayos realizados han sido
de tipo agudo, tomando en cuenta como
indicador del efecto sélo la muerte de los
individuos. Sin embargo, en la naturaleza
estos procesos de incremento o disminu-
ci6én sabitos de la salinidad, condiciones
comparables a las de un ensayo agudo,
no son frecuentes. En condiciones natu-
rales, una poblacién se puede extinguir
luego de pocas generaciones debido al
efecto negativo de la salinidad del agua,
tanto mayor o menor a la éptima, sobre
alguno de sus parametros poblacionales
(acortamiento del periodo reproductivo,
disminucién parcial o absoluta de la na-
talidad o de la fertilidad), sin involucrar
en forma directa la mortalidad.

La ausencia de poblaciones de estos
cladéceros en ambientes de bajas salini-
dades en condiciones naturales, podria
deberse a que en ambientes con bajo
estrés, las interacciones bidticas pueden
ser mas importantes que los factores fi-
sicoquimicos en la estructuracién de la
comunidad (Herbst, 2001). M. eugeniae
y D. menucoensis no resultarian exitosas
en la competencia por los recursos con
otras especies (co-genéricas o no), que si
estén adaptadas a bajas salinidades tales
como M. micrura y D. spinulata, dos cla-
déceros frecuentes en cuerpos de agua de
la provincia de La Pampa de salinidades
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inferiores a 5-7 g.I"' (Echaniz y Vignatti,
1996). Esta es una situacién que se ha
registrado en otros crustdaceos de aguas
epicontinentales, como los del género
Artemia, que presentan una estrategia
osmorreguladora similar (Cohen, 2006)
y que, en ensayos de laboratorio, presen-
taron un comportamiento parecido ante
un descenso de la salinidad en el medio
(Aladin, 1991).

Sin embargo, en ambos ensayos, los
tratamientos con salinidad de 0,015 g.I"!
resultaron diferentes y un alto nimero
de neonatos murieron. Los mecanismos
de osmorregulacién en cladéceros dul-
ceacuicolas consisten en reducir su car-
ga osmotica por medio de cuerpos rela-
tivamente impermeables y al bombeo
de sodio desde el citoplasma de células
epiteliales a la hemolinfa (Peters, 1987;
Bianchini y Wood, 2008) y por la reab-
sorcion activa en las células del érgano
nucal (Aladin y Potts, 1995). El costo
energético ocasionado por la regulacion
osmdtica e i6nica depende directamente
de las velocidades de ganancia de agua
y pérdida de iones y éstas son mayores
cuanto mayor es el gradiente osmético e
i6nico entre los liquidos corporales y el
agua circundante (Hill ez 2/., 2006). Pro-
bablemente, la menor salinidad a la que
se realizaron los ensayos haya expuesto a
los neonatos de D. menucoensis y M. euge-
niae a un gradiente osmotico e i6nico tan
amplio, que el costo energético necesario
para regular no pudo ser solventado por
las reservas de los ejemplares.

Una situacion relativamente similar
pudo haber ocurrido en los tratamientos
con las salinidades mas elevadas, ya que
en medios hiperosméticos, el ingreso de
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solutos es contrarrestado por la elimina-
cién activa que se produce, en especial,
en células de los epipoditos y del 6rgano
nucal (Aladin y Potts, 1995), si bien la
funcién osmorreguladora de este ultimo
en los adultos es un aspecto que conti-
nda siendo discutido (Pefialva-Arana
y Manca, 2007). Debido a que ambos
procesos requieren energia, las mayores
concentraciones de sélidos disueltos pu-
dieron haber sometido a los neonatos a
un gradiente osmotico e idnico entre los
liquidos corporales y el agua circundante
demasiado amplio, de forma que el gasto
de energia no fue compatible con la vida
(Hill ez /., 20006).

Tanto las observaciones a campo (Pa-
ggi, 1996; Echaniz e al., 2006 y 2010;
Vignattier /., 2007) como los ensayos de
laboratorio, permiten afirmar que D. mze-
nucoensis se encuentra adaptada a un ran-
go de salinidad mas limitado, desde hipo
hasta levemente mesosalino, mientras
que M. eugeniae, con su mayor tolerancia,
a uno mesosalino.

Asi como en ambientes con bajo es-
trés, la estructuracién de la comunidad
puede depender mas de interacciones
biéticas (Herbst, 2001), en ambientes
con condiciones de estrés fisiologico ele-
vado como el generado por el aumento
de la salinidad, los organismos capaces de
tolerar esas condiciones presentarian una
ventaja adaptativa, ya que les permitiria
encontrar refugio contra la depredacion
y por lo tanto tener ventajas en la com-
petencia con otros organismos (Herbst,
2001; Santangelo ez a/., 2008). Esto po-
dria explicar porque D. menucoensis y M.
eugeniae estin ausentes en ambientes de
baja concentracién de sélidos disueltos
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pero son frecuentes en ambientes salinos,
donde la mayoria de los organismos, sin
adaptaciones especiales, estin sujetos a
un estrés fisiologico incompatible con su
vida.

Teniendo en cuenta que pueden ocu-
rrir cambios en los mecanismos de regu-
lacién a lo largo del desarrollo ontoge-
nético (Bianchini y Wood, 2008), seria
de importancia la realizacién de estudios
mediante ensayos crénicos, que permitan
obtener informacién sobre el efecto de la
salinidad sobre el desarrollo y la fecun-
didad de estas dos importantes especies
y sus consecuencias a niveles ecolgicos
mas altos (Heine-Fuster, et 2/., 2010).
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