Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia

Universidad Nacional Auténoma de México

UNAM

“CRECIMIENTO POBLACIONAL DE TRES ROTIFEROS Y
DOS CLADOCEROS PLANCTONICOS EN RELACION
CON EL TIPO DE DIETA"

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
(LIMNOLOGIA)

PRESENTA
BIOL FABIOLA PENA AGUADO

DIRECTORA DE TESIS
DRA. NANDINI SARMA

COMITE TUTORAL:
DRA. ANGELA SOTELO LOPEZ
DRA. SONIA ESPINA AGUILERA
DRA. CECILIA VANEGAS PEREZ
DR. LUIS ZAMBRANO GONZALEZ

Meéxico, D. F. 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






No es solo lo que hagamos, sino lo que dejamos de hacer,
de [o que también tenemos que dar cuenta.

Moliére.



DEDICATORIA

A MIS PADRES
Juana Aguado Villicaia y Javier Peiia Guerra

Quienes siempre me han apoyado en todo.

A MIS ABUELITOS
Guadalupe, Vicente, Mauro, Chucha y Ema.
Que me dieron una forma de ser.

A MIS HERMANOS
Patricia, Adriana y Javier; a Beto y Héctor.

Por el apoyo que necesitamos unos de otros.

A MIS SOBRINOS
Arturo, Karen, Ricardo, Lizette, Daniel y Santiago
Que la vida les dé lo mejor y que sepan aprovecharlo con inteligencia y amor.

A MIS TiOS
Tere, Martha, Hilda, Mago, Rafael, Rosa, Ramén, Pancho, Miguel y todos los

que me faltan.

A TODOS LOS QUE DE ALGUNA FORMA CONTRIBUYERON EN LA
CONCLUSION DE ESTE CAPITULO EN MI VIDA Y LA APERTURA DE UNO
NUEVO.



AGRADECIMIENTOS
A la Universidad Nacional Autdnoma de México, por darme otra oportunidad.

Al CONACYT, por su apoyo durante todos mis estudios de Maestria. Numero de
becario: 116468,

Al Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia, al Dr. Martin Merino Ibarra, Norma,

Gaby, Lupita, Diana y Cande. Por todo su trabajo Gracias.

A la Dra. Nandini Sarma, por su constante apoyo, su dedicacion y su firme impulso

hacia la investigacion.

A los Doctores Sonia Espina Aguilera, Angela Sotelo Lopez, Cecilia Vanegas Pérez
y Luis Zambrano Gonzélez que sin su ayuda, pacientes revisiones, aporte de

sugerencias y correcciones este trabajo no habria finalizado satisfactoriamente.

Al Dr. S. S. S. Sarma, por compartir sus invaluables conocimientos, por sus

sugerencias y comentarios.

A TODOS GRACIAS.



iNDICE

RESUMEN
INTRODUCCION
Dietas lZT .
Rotiferos
Cladéceros
Depredadores
ANTECEDENTES
HIPOTESIS
OBJETIVOS
MATERIALES Y METODOS
CULTIVOS BASICOS
Microalgas
Levadura
MANTENIMIENTO DE CEPAS
Rotiferos
Cladéceros
Dietas
DISENO EXPERIMENTAL
CRECIMIENTO POBLACIONAL
Rotiferos B. calyciflorus y B. rubens.

Cladéceros C. dubiay M. macrocopa.

Depredador A. sieboldi.
RESULTADOS
CRECIMIENTO POBLACIONAL
Rotiferos
Proporcién H/h
Cladéceros
DENSIDAD MAXIMA
Rotiferos

Cladoceros

0w 0o O O A~ W N

10
11

11
12
12

14
15
16

19
19
22

24
24



DIA DE DENSIDAD MAXIMA
Rotiferos
Cladéceros
TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL
Rotiferos
Cladéceros
CRECIMIENTO SOMATICO
Longitud
Peso
CRECIMIENTO POBLACIONAL DE A. sieboldi.
DENSIDAD MAXIMA
DiA DE DENSIDAD MAXIMA
TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL POR DiA
DISCUSION
Rotiferos
Cladéceros
Crecimiento Somatico
Depredador A. sieboldi
CONCLUSIONES
LITERATURA CITADA
ANEXO |
ANEXO Il
ANEXO il

27
27

28
28

29
29

b

36
38
39
39
41
42
49
50
55



iNDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Especies empleadas en el experimento

FIGURA 1. Crecimiento poblacional de B. calyciflorus y B. rubens.

FIGURA 2. Proporcién H/h de B. calyciflorus y B. rubens.

FIGURA 3. Crecimiento poblacional de C. dubia y M. macrocopa.

FIGURA 4. Crecimiento de rotiferos y cladéceros. a) densidad méaxima,

b) dia de densidad maxima y c) tasa de crecimiento poblacional por dia.

FIGURA 5. Relacioén entre longitud y densidad poblacional.

FIGURA 6. Crecimiento poblacional de A. sieboldi.

FIGURA 7. Crecimiento de A. sieboldi. a) densidad maxima, b) dia de

densidad maxima y c) tasa de crecimiento poblacional por dia.

TABLA 1. Parametros poblacionales promedio de rotiferos y cladéceros.

TABLA 2. Valores de longitud de rotiferos y longitud y peso de claddceros.

TABLA 3. Parametros poblacionales promedio de A. sieboldi.

18

20

21

28

26

31

33

35

25

34



RESUMEN

Las microalgas constituyen el alimento obligatorio del zooplancton filtrador. El tipo
de microalgas que el zooplancton consuma determinara su dinamica poblacional.
En el presente estudio, se pretendié conocer como diferentes tipos de dietas
(algas y levadura) afectan el crecimiento poblacional, tanto en organismos
herbivoros (ingestién directa) como depredadores (ingestién indirecta). Primero, se
emplearon cuatro especies de zooplancton herbivoro, dos rotiferos (Brachionus
calyciflorus y Brachionus rubens) y dos cladéceros (Ceriodaphnia dubia y Moina
macrocopa), a los cuales se les cultivd con diferentes alimentos mezclados o sin
mezclar constituidos por microalgas Chlorella vulgaris (Ch) y Scenedesmus
acutus (Sc) y por levadura Saccharomyces cerevisiae (L). Las mayores
densidades poblacionales se alcanzaron con las dietas Ch+Sc+L para B.
calyciflorus (108.0 ind mI™"), Ch+L para B. rubens (130.0 ind ml™"), Ch+Sc en el
caso de C. dubia (10.1 ind mI™") y Ch+Sc+L para M. macrocopa (14.7 ind ml™"). Las
mayores tasas de crecimiento poblacional por dia (r) para las cuatro especies
fueron de 0.44 para B. calyciflorus con la dieta Ch+Sc+L, de 0.47 para B. rubens
con Ch y de 0.34 con Sc para C. dubia y para M. macrocopa con la dieta Ch de
0.43. A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron los rotiferos B.
calyciflorus mantenidos con las dietas Ch, Ch+Sc y Ch+Sc+L y B. rubens de las
dietas Ch, Ch+L y Ch+Sc+L para continuar con su cultivo y usarlos mas adelante.
Posteriormente, se empled el rotifero depredador Asplanchna sieboldi y se le
mantuvo con los rotiferos seleccionados. El depredador tuvo un crecimiento
poblacional mayor con las presas B. calyciflorus y B. rubens cultivadas en ambos
casos con la dieta Ch+Sc+L, encontrandose densidades de 0.84 ind mI™ y 0.88 ind
mi" respectivamente. El valor méximo de r para A. sieboldi fue de 0.54 cultivado
con B. calyciflorus de la dieta Ch+Sc y con B. rubens fue de 0.31 de la dieta
Ch+Sc+L. Las dietas mezcladas produjeron mayor nimero de organismos tanto
herbivoros como depredadores ya que juntas se suplementaron conformando una
dieta completa en nutrimentos. B. calyciflorus fue la unica especie que pudo crecer

con levadura como tnico alimento.



INTRODUCCION

En la acuicultura moderna, el alimento es uno de los principales elementos
del costo de la produccién y puede llegar a constituir el 50% o més. A pesar de los
muchos esfuerzos realizados por reemplazar a las microalgas por dietas
procesadas, la acuicultura depende todavia de la produccién y utilizacion de
alimento vivo para animales acuaticos (Abalde ef al, 1995; Pillay, 1997). Las
microalgas son el punto de partida para el inicio del flujo de energia en las
cadenas alimenticias acuéticas. Estas son un componente esencial de la dieta de
moluscos (ostras, almejas, mejillones entre otros), larvas de algunos gasterépodos
(abulones), larvas de crustaceos (peneidos), algunas especies de peces (tilapia,
carpa) y del zooplancton (rotiferos y cladéceros) (Abalde et al., 1995; Maruyama e
Hirayama, 1993; Duerr et al., 1998). El zooplancton a su vez, sirve como alimento
vivo (presas) para juveniles de peces de agua dulce o marina y para larvas de
crustaceos. Los organismos zooplancténicos cominmente utilizados son rotiferos,
copépodos, cladéceros y artemias (Treece y Allen, 2000; Sarma et al.,, 1998;
2001a; 2001b).

DIETAS

Los microorganismos utilizados como alimento para zooplancton, deben
tener el tamano adecuado en funcién de la especie a la que vayan dirigidos. El
valor nutrimental de una microalga o levadura dependerd de su composicién
bioquimica (Ahigren, 1992; Brown et al., 1996). El grosor y tamafo de la pared
celular, también son caracteristicas importantes ya que suelen estar relacionadas
con su digestibilidad y calidad nutritiva. Generalmente, una sola especie de
microalga es incapaz de satisfacer todos los requerimientos nutrimentales de la
especie a la cual sirven como alimento, debido normalmente a la carencia de
compuestos esenciales como aminodcidos o 4cidos grasos, por lo cual
generalmente se usan mezclas de varias especies (Abalde et al., 1995; Brown ef
al., 1996; Brown y Jefrey 1992; Dunstan et al., 1992).



Estudios recientes han demostrado que algas muy nutritivas como Chlorella y
Scenedesmus tienen elevados contenidos de 4cidos grasos altamente
insaturados. La levadura Saccharomyces cerevisiae es rica en carbohidratos,
proteinas y aminoacidos esenciales, pero pobre en algunos acidos grasos w3
fundamentales en la nutricién de las larvas (Epifanio, 1979; Ahlgren et al., 1990 y
1991; Stettrup y Jensen, 1990; Jonasdottir, 1994; Norsker y Stettrup, 1994;
Tamaru ef al, 1993; Fernandez-Reiriz y Labarta, 1996). Mediante el andlisis
bromatolégico se determina la composicion quimica de las dietas; pero la calidad
nutritiva es posible determinarla por medio de la respuesta biolégica de los
organismos que las consumen. Es decir, la calidad nutritiva de las dietas se puede
ver reflejada en el crecimiento poblacional o en la relacién Huevos/hembras de los
rotiferos; o en el crecimiento somatico y poblacional de los cladéceros (Nandini y
Rao, 1998). En todos los casos en los que el crecimiento poblacional es mayor
(concentracién de organismos por mililitro) es posible asumir que la dieta es de
mejor calidad para estas especies (Snell et al., 1987; Arévalo et. al., 1998; Sarma
et al., 1998, 1999 y 2001a).

ROTIFEROS

Los rotiferos son organismos acuaticos de menos de 2 mm de longitud, la
mayoria filtradores, su extremo anterior estd constituido por un aparato ciliado,
cuyo movimiento origina corrientes que atraen su alimento. Entre los rotiferos mas
cultivados de agua dulce se encuentran los del género Brachionus, estos han sido
preferidos como primer alimento de larvas de peces debido a su pequefo tamano
apropiado para la boca del pez, a su comportamiento no evasivo evitando de esta
manera gastos de energia del depredador, a su baja velocidad de nado por lo cual
son presas faciles para capturar y manipular (Sarma, 1991; Nogrady et al., 1993) y
a su elevada tasa de crecimiento poblacional; tambien son elegidos porque son de
facil mantenimiento en laboratorio y porque es posible modificar su calidad y
tamano dependiendo del alimento con el que se cultiven. Los braquionidos se
alimentan normalmente de particulas mayores a 20 um como microalgas,

levaduras y protozoarios. Edmonson (1965), fue de los primeros investigadores en



utilizar la cantidad de huevos producidos por rotiferos plancténicos para predecir el
aumento o disminucion de la poblacién. Actualmente se sabe que la cantidad y
calidad del alimento tiene un efecto directo sobre la produccién de huevos y sobre
el crecimiento poblacional de los rotiferos (Snell et al., 1987; Sarma, 1991, Sarma
et al., 1999).

Varias especies de algas se han usado para cultivar rotiferos de agua dulce pero,
para disminuir su cantidad dado lo laborioso y caro de su cultivo, se han empleado
alimentos alternativos como la levadura (Klekot y Klimowicz, 1981) introducida en
1967 por Hirata y Mori para cultivar el rotifero marino B. plicatilis (Sarma et al.,
2001a). Sin embargo, se ha visto que rotiferos alimentados con levadura son
inadecuados para mantener el crecimiento de larvas de peces marinos por
periodos de tiempo largos (Watanabe, 1983a y 1989). En cambio, rotiferos
alimentados con microalgas se consideran nutricionalmente excelentes para el
crecimiento y sobrevivencia de larvas de peces (Fernandez-Reiriz y Labarta, 1996;
Pillay, 1997). Otras dietas no convencionales para cultivar rotiferos, como el agua
de desecho del procesamiento de nixtamal para tortilla, se han usado
exitosamente (Arévalo ef al., 1998).

CLADOCEROS

Muchas especies de peces cambian su dieta a medida que desarrollan
estructuras fisicas y sistemas enzimaticos, de rotiferos a cladéceros, copépodos y
otros organismos (Contreras, 1990; Arredondo y Juérez, 1996; Pillay, 1997; Lépez,
1998). Los cladéceros son organismos filtradores, tienen cuatro a seis pares de
apéndices cefalotoracicos adaptados para la filtraciéon y setas filtradoras que
suelen estar dispuestas sobre el apéndice donde forman un peine bien definido
(Barnes, 1987). Su talla en adultos oscila entre 0.2 y 18 mm de longitud (Dodson y
Frey, 1991). Presentan la ventaja de tener altos coeficientes de reproduccién,
amplia tolerancia ambiental, de ser faciles de cultivar y mantener en laboratorio,
pueden ser enriquecidos antes de utilizarse como alimento (Treece y Allen, 2000);
tienen la capacidad de alimentarse de fitoplancton y residuos organicos (Pillay, op.



cit.). En la dieta de cladéceros, las microalgas vivas se pueden reemplazar parcial
o totalmente por varios tipos de algas preservadas, dietas micro-encapsuladas o
dietas a base de levaduras (Brown et. al., 1996; Coutteau y Sorgeloos, 1997).
Géneros como Moina y Daphnia son importantes en la acuicultura dado que son
presas no evasivas, con pocas espinas y faciles para capturar por los
depredadores (Nandini y Sarma, 2000). Son afectados por la calidad y cantidad de
alimento (DeMott y Gulati, 1999), tienen cierta capacidad para regular la ingestién
de particulas grandes y seleccionan particulas de alta calidad cuando son
abundantes (DeMott, 1993).

DEPREDADORES

Cultivos exitosos de peces zooplanctivoros generalmente dependen de
cantidades adecuadas de presas vivas como primer y exclusivo alimento
(Opuszynski et al., 1984; Ludwig, 1993), la disminucién en la cantidad y calidad de
las presas puede ocasionar la disminucién en la sobrevivencia y el crecimiento de
los peces y otros depredadores (Geiger, 1983; Watanabe et al., 1983b; Brett y
Miller-Navarra, 1997; Treece y Allen, op. cit). Larvas de peces, moluscos,
gasterépodos y crustaceos no son los tnicos depredadores del zooplancton en el
medio natural. Una gran variedad de invertebrados depredadores como insectos,
otros géneros de rotiferos tales como Asplanchna, Asplanchnopus, Dicranophorus,
Ploesoma, Proales, Cupelopagis y Encentrum, y cladéceros como Polyphemus y
Bythotrephes; (Dodson y Frey, op. cit.), ejercen una gran presién sobre la
abundancia del zooplancton herbivoro (Stemberger y Gilbert, 1987). La mayoria
de los miembros del género Asplanchna son depredadores de una gran variedad
de presas entre los que se encuentran ciliados, otros rotiferos, cladéceros y
copépodos entre otros (Williamson, 1983; Armdt, 1993; Sarma, 1993). Los
miembros de este género son indicadores muy sensibles de la calidad de la dieta.
Por lo anteriormente expuesto, es importante resaltar la necesidad de conocer
como diferentes dietas pueden afectar el crecimiento de organismos
zooplancténicos herbivoros y a su vez como el alimento de éstos afecta de

manera indirecta, el crecimiento de sus depredadores invertebrados.



ANTECEDENTES

Extensa informacion existe sobre los efectos del tamafno del alga y su
morfologia respecto a las tasas de alimentacién del zooplancton, pero no solo los
rasgos morfolégicos, sino también la composicién bioquimica de las algas puede
afectar el crecimiento del zooplancton. Hirata y Mori (1967) introdujeron el uso de
levadura para pan para cultivar rotiferos marinos B. plicatilis, con la finalidad de
disminuir los costos de produccién, asi como de reducir el trabajo que implica el

cultivo de microalgas.

Repka (1997a) comparé el crecimiento y reproduccion de nueve clones de
Daphnia galeata cultivadas con dietas mezcladas de Scenedesmus obliquus y
Oscillatoria limnetica. Encontré que Oscillatoria, ocasioné una baja tasa de
crecimiento y retrasé la reproduccion de Daphnia con respecto a las que se
alimentaron de Scenedesmus. En otro experimento Repka (1997b) alimenté a 11
clones de Daphnia cucullata con dietas mezcladas de Cryptomonas pyrenoidifera
y S. obliquus y C. pyrenoidifera y O. limnetica. Todos los clones alcanzaron tasas
de crecimiento poblacional positivas. Sin embargo, en las dietas dominadas por
Oscillatoria las tasas de crecimiento fueron significativamente menores que las

dominadas por Scenedesmus.

Con la finalidad de probar alimentos alternativos para zooplancton, Arévalo et al.
(1998) estudiaron la dindmica poblacional de B. calyciflorus alimentado con
Chlorella, con agua de desecho del procesamiento del nixtamal para tortilla
(nejayote) y con una mezcla de ambas. Encontraron que la combinacién de alga y
nejayote produjo la mayor abundancia de rotiferos y por otra parte que el nejayote
no puede ser usado directamente sino que se requiere hacer diluciones para que

sea posible el desarrollo de los organismos.

6



En 1987, Snell y colaboradores estudiaron la proporcién Huevos/hembra (H/h) de
rotiferos B. plicatilis respecto a diversas condiciones ambientales y determinaron
que esta proporcién es un indicador poblacional de estrés; cuando el crecimiento
poblacional se halla en la fase de aclimatacion, la proporcién H/h es alta y cuando
la poblacién entra a la fase de crecimiento estacionaria, la proporcién de huevos
disminuye gradualmente hasta llegar a un valor minimo que si es sobrepasado la
poblacién empieza a declinar.

El crecimiento poblacional y somatico de cladéceros y rotiferos con relacion al tipo
de dieta (Chlorella y Microcystis) fue estudiado por Nandini y Rao (1998), y
encontraron que para los cladéceros Ceriodaphnia comuta y Moina macrocopa; el
tipo de alimento tuvo un efecto significativo sobre su crecimiento somatico siendo
mayor el efecto con Chlorella; Moina resulté ser muy susceptible a las toxinas de
Microcystis mientras que en el caso de los rotiferos B. calyciflorus y H. mira, no se

incrementd la poblacién cuando se alimentaron con Microcystis.

Sarma et al, (2001a) estudiaron el efecto de tres tipos de alimentos (Chlorella
vulgaris, Saccharomyces cerevisiae y la mezcla) a diferentes densidades sobre el
crecimiento poblacional de B. calyciflorus y B. patulus y encontraron que Chlorella
fue un alimento superior a Saccharomyces para estos rotiferos. Sin embargo, con
la mezcla del alga y levadura a una densidad baja ambas especies alcanzaron un
crecimiento poblacional mayor comparado con el obtenido con alga unicamente y
determinaron que B. calyciflorus y B. patulus fueron capaces de crecer bien con la

mezcla de alga y levadura a una densidad de 1x10° células mi™,

Isik et al., (1999) encontraron que al cultivar por separado rotiferos B. calyciflorus
con las microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus abundans y Monoraphidium
minitum; B. calyciflorus crecié de manera similar con todas ellas a pesar de tener

grandes diferencias en sus contenidos de &cidos grasos.



La calidad nutritiva de B. calyciflorus como presa cultivada con dos dietas fue
probada usando como depredador a Asplanchna sieboldi (Sarma et al., 1998) y se
encontré que Asplanchna crecié mejor con rotiferos que se alimentaron con agua
de nejayote diluida que los que se alimentaron sélo con alga o con alga y nejayote.
También determinaron que los rotiferos que se alimentaron sélo con agua de

nejayote fueron de menor talla que los que se alimentaron con algas.

En otro experimento Sarma et al. (2001b) analizaron el crecimiento poblacional de
A. sieboldi alimentada con dos presas (rotiferos) de diferente especie que a su vez
habian sido cultivados con una dieta de Chlorella vulgaris o de S. cerevisiae o una
mezcla de ambas. Encontraron que Asplanchna crecié mucho mejor con B.
calyciflorus y con B. patulus que habian sido cultivados con la mezcla de alga y
levadura que con las dietas puras. Por otra parte, encontraron que cuando se
incrementé la densidad de ambas presas se incrementé también la tasa de
crecimiento poblacional del depredador, siendo mayor con B. patulus que con B.

calyciflorus.

La mayoria de estos estudios han sido llevados a cabo con rotiferos y cladéceros
herbivoros; con relacion a los rotiferos depredadores es escasa la informacién
existente sobre el efecto que tiene la calidad nutrimental del zooplancton presa en
el crecimiento poblacional de estos depredadores.

HIPOTESIS

El crecimiento poblacional de organismos zooplancténicos herbivoros
como rotiferos y cladéceros estard determinado por la calidad nutritiva del
alimento que consuman; a su vez el crecimiento poblacional de los organismos

zooplancténicos depredadores sera afectado por la dieta de sus presas.



OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de diferentes dietas solas o combinadas, constituidas por las
microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus y por la levadura
Saccharomyces cerevisiae, sobre el crecimiento poblacional de los rotiferos
Brachionus calyciflorus Pallas y Brachionus rubens (Ehrenberg) y de los
cladéceros Ceriodaphnia dubia (Richard) y Moina macrocopa Goulden. Asi mismo,
conocer el efecto de las diferentes dietas, a través de los rotiferos empleados
como presas, sobre el crecimiento poblacional del depredador Asplanchna sieboldi
(Leydig).

OBJETIVOS PARTICULARES

- Conocer el crecimiento poblacional de los rotiferos Brachionus calyciflorus y
Brachionus rubens y de los cladéceros Ceriodaphnia dubia y Moina macrocopa

en relacién al tipo de alimento, algas, levadura y mezclas.

- Determinar las dietas mas adecuadas para rotiferos, con base en las
densidades méaximas y la relacién Huevos/hembras; y para cladoceros, con

base en las densidades maximas y la relacién entre longitud y peso.

- Determinar el crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldi en relacion con

el tipo de alimento de las presas seleccionadas.



MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se utilizaron cepas de Brachionus calyciflorus,
Brachionus rubens, Asplanchna sieboldi, Ceriodaphnia dubia y Moina macrocopa
aislados de cuerpos de agua locales y mantenidos por cinco anos en el laboratorio
de Zoologia Acuética perteneciente a la Unidad de Morfofisiologia y Funcion de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala-UNAM.

CULTIVOS BASICOS

MICROALGAS

La cepa de Chlorella vulgaris fue donada por el CICESE, Ensenada, Baja
California y tiene el registro CL-V-3. La cepa de Scenedesmus acutus fue obtenida
de la Universidad de Texas, con numero de registro 72. Para su cultivo se empleé
el medio Bold basal enriquecido con bicarbonato de sodio (Apéndice |; Borowitzka
y Borowitzka, 1988; Sarma, 1996). El cultivo se hizo en botellas de plastico con
capacidad de dos litros y se mantuvieron a una temperatura de 25+2°C con
aireacion constante y luz difusa continua. Las botellas se inocularon con las
microalgas a concentraciones entre 0.5 y 1x10° células mI" con la finalidad de
garantizar la obtencién final de una gran cantidad de células de calidad 6ptima
(Larios-Jurado, 1999). Los cultivos se cosecharon en la fase exponencial de
crecimiento (aproximadamente 25x10° células ml™") alcanzada entre 7 y 10 dias.
Una vez que los cultivos llegaron a esta fase se retiraron las botellas de la fuente
de luz y la aireacidén y se refrigeraron por cuatro dias hasta lograr la sedimentacién
total de las células. Una vez sedimentadas las células, se retiré casi la totalidad
del liquido con la finalidad de eliminar toxinas y posibles microorganismos ajenos
al cultivo y obtener de esta manera una solucién concentrada a partir de la cual se

prepararon las dietas.



Una vez efectuada la cosecha, el alga concentrada se mantuvo en el refrigerador
(83+1°C). En el presente trabajo las E:élulas algales se utilizaron en la primera
semana después de su cosecha con el fin de evitar posibles alteraciones de los
resultados debido al envejecimiento de las células (Pavén, 2000).

LEVADURA

La levadura Saccharomyces cerevisiae se obtuvo como levadura seca
comercial para pan de la marca Blue Ribbon. La levadura seca se mantuvo en
refrigeracién durante el experimento. En un recipiente con medio EPA se agregé la
levadura y se agité vigorosamente para homogeneizar y formar una solucién base
(concentrada) a la que diariamente se le determiné su concentracién para su

posterior diluciéon (Anexo |; Anénimo, 1985).
MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

ROTIFEROS

El rotifero Brachionus calyciflorus (longitudterror estdndar = 185+12 um)
fue aislado del lago de Chapultepec, México y cultivado en las condiciones que a
continuaciéon se mencionan. Brachionus rubens (longitudterror estandar = 117+4.2
um) fue aislado de un cuerpo de agua del Estado de México y cultivado de igual

forma.

Las especies se mantuvieron por separado, en frascos de 1L con medio de cultivo
EPA con Chlorella y Scenedesmus, a una concentracién de 1x10° y 0.57x10°
células mI" respectivamente, con la finalidad de que los organismos conocieran
previamente el alimento. Las caracteristicas fisicoquimicas del medio fueron:
temperatura 25+2°C, pH entre 7.5 y 8, luz difusa, fotoperiodo de 14:10 L:O y
oxigeno disuelto entre 7.5 y 8.0 mg L. Dos veces a la semana se realizaron
recambios del medio, retirando el sedimento que contenia organismos muertos,

desechos y microorganismos que podrian ser fuente de contaminacion.



El rotifero depredador Asplanchna sieboldi (longitud+error estandar = 1233+40
um) fue aislado del Centro Acuicola Tezontepec de Aldama, Hidalgo y cultivado
con individuos de B. calyciflorus y B. rubens como alimento, a densidades de uno
o dos ind ml” para evitar inducir la reproduccion sexual la cual se presenta a
mayores densidades de presas (Sarma et al., 1998).

Los rotiferos B. calyciflorus y B. rubens se filtraron con una malla de 50 pm y
Asplanchna sieboldi con una malla de 130 um. Posteriormente se trasladaron a
medio fresco de acuerdo con Sarma (1991) con Chlorella para B. calyciflorus y B.

rubens y con rotiferos para A. sieboldi.

CLADOCEROS

Los clad6ceros Ceriodaphnia dubia y Moina macrocopa (longitudterror
estandar = 951157 um y 1286149 um respectivamente) en cada recambio (dos
veces por semana), se filtraron con una malla de 130 um y se trasladaron a medio
fresco (Sarma, 1991) con Chlorella y Scenedesmus. Ambas especies fueron
aisladas del embalse Manuel A. Camacho, Puebla.

DIETAS

El peso seco de las algas y levadura de una densidad conocida, fue
determinado pesando varias repeticiones de un mililitro cada una en charolas de
aluminio de peso conocido. Las soluciones fueron secadas a 60°C por 24+2h y
nuevamente pesadas en una electrobalanza (+0.001 mg CAHN C-33).

Con base en experimentos previos, se decidié usar dietas equivalentes al peso
seco de Chlorella vulgaris a una concentracién de 1x10° células mI" (14 mg L")
(Fernandez-Reiriz y Labarta, 1996). El peso seco de cada célula de C. vulgaris, S.
acutus y S. cerevisiae fue de 0.0142, 0.025 y 0.032 ng respectivamente. Con base
en lo anterior se determinaron las concentraciones 1x10° células ml' de C.
vulgaris, 0.57x10° células ml” de S. acutus y 0.44x10° células mi” de S. cerevisiae

que se utilizaron durante todo el experimento.
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Las soluciones fueron mezcladas en las siguientes proporciones:

1) Levadura S. cerevisiae (100%) (L) 1

2) Alga Chlorella vulgaris (100%) (Ch) 1

3) Alga Scenedesmus acutus (100%) (Sc) 1

4) Chlorella+Scenedesmus (50-50%) (Ch+Sc) 1:1
5) Chlorella+Levadura (50-50%) (Ch+L) 1:1
6) Scenedesmus+Levadura (50-50%) (Sc+L) 1:1
7) Chlorella+Scenedesmus+Levadura (33-33-33%) (Ch+Sc+L) 1:1:1

Las concentraciones de las microalgas y levadura, se prepararon por dilucién con
la cantidad correspondiente de medio EPA, después de haber determinado la
densidad de células mI”' del concentrado de cada especie con un hematocitémetro
(Céamara de Neubauer) y bajo microscopio optico (Castellanos—Paez et al., 1999).
Se empled la siguiente férmula:

CiVy = GV, Vi = —mmmmeemeeee

Donde:

C: : Solucién concentrada (células mI'™)

V, : Volumen necesario para preparar la solucién a la concentracion 2 (ml)
C.,: Concentracion a la cual se desea preparar la dieta (células mI'™)

V5 : Volumen final de la solucidn que se desea preparar (ml)



DISENO EXPERIMENTAL

CRECIMIENTO POBLACIONAL DE LOS ROTIFEROS
Brachionus calyciflorus Y Brachionus rubens.

Tanto para B. calyciflorus como para B. rubens, los tratamientos se
efectuaron en recipientes de plastico de 200 ml, con 25 ml de medio EPA, 25
rotiferos de diferentes edades elegidos al azar provenientes de una poblacién en
crecimiento exponencial y la dieta correspondiente y se mantuvieron a una
temperatura de 25+2°C. Cada dia se contaron tanto las hembras como los huevos;
posteriormente se transfirieron a un nuevo recipiente conteniendo tanto el medio
como la dieta. Para cada especie y dieta se hicieron cuatro repeticiones (dos
especies x siete dietas x cuatro repeticiones).

Los conteos se hicieron bajo microscopio estereoscopico (NIKON) considerando
sélo las hembras vivas y no machos los cuales se encontraron de manera
ocasional y se desecharon, ya que no contribuyen al crecimiento poblacional
(reproduccion partenogénica) (Pennak, 1989). Durante los primeros dias se realiz6
el conteo total de la poblacién y posteriormente sélo se contdé el nimero de
rotiferos en 3 alicuotas de 1.0, 0.5 o 0.2 ml, segun la densidad poblacional; en
todos los casos los organismos se regresaron a su poblacién original. El conteo
diario se realiz6é hasta que la poblacién comenzé a disminuir en la mayoria de las

repeticiones, aproximadamente 21 dias.

Una vez alcanzada la fase de crecimiento exponencial, se fijaron 15 individuos de
cada tratamiento con formol al 4%. Posteriormente se midieron la longitud y el

ancho (sin considerar las espinas) con un micrémetro ocular calibrado.

Con base en los datos registrados en el conteo diario se determiné para cada

especie la proporcion de huevos, expresada como numero de Huevos/hembras
(Edmonson, 1965).



Para seleccionar las dietas se consideraron a aquellas con las que se logré una
mayor densidad poblacional (ind ml”). Una vez seleccionadas tres dietas, se
continué con su cultivo para su posterior utilizacién (dos especies-presa x tres

dietas x cuatro repeticiones).

CRECIMIENTO POBLACIONAL DE LOS CLADOCEROS

Ceriodaphnia dubia Y Moina macrocopa.

Para cada especie los tratamientos se efectuaron en recipientes de plastico
de 200 ml, con 50 ml de medio EPA, 20 claddceros de diferentes edades
provenientes de una poblacién en crecimiento exponencial, las diferentes dietas

establecidas y se mantuvieron a una temperatura de 25+2°C.

Cada dia se contaron los organismos bajo microscopio estereoscépico y en
seguida se transfirieron a otro recipiente conteniendo tanto el medio como la dieta.
Para cada especie y dieta se hicieron cuatro repeticiones (dos especies x siete
dietas x cuatro repeticiones). El conteo diario se efectué hasta que la poblacién
comenzo a disminuir en la mayoria de las repeticiones, en aproximadamente 30

dias para C. dubia y 16 para M. macrocopa.

Una vez alcanzada la fase de crecimiento exponencial se seleccionaron 15
individuos de cada tratamiento y se fijaron con formol al 4%, posteriormente se
midieron a lo largo y ancho con un micrémetro ocular calibrado. Cada organismo
se transfirié a un recipiente de aluminio de peso conocido y se deshidrataron a
60°C durante 24 horas, finalmente se volvieron a pesar con una electrobalanza

(£0.001 mg CAHN C-33) (Downing y Rigler, 1984; Edmonson, 1971).



CRECIMIENTO POBLACIONAL DEL ROTIFERO DEPREDADOR
Asplanchna sieboldi.

Para esta parte del experimento se eligieron los rotiferos que alcanzaron las
mayores densidades poblacionales promedio sin importar el tiempo que
requirieron para ello. Los rotiferos seleccionados fueron B. calyciflorus de las
dietas Ch, Ch+Sc y Ch+Sc+L y B. rubens de las dietas Ch, Ch+L y Ch+Sc+L.

Los experimentos de depredacion se llevaron a cabo en recipientes de plastico de
100 ml, con 2 rotiferos Asplanchna, 25 ml de medio EPA y 100 rotiferos presa
cultivados previamente con la dieta seleccionada a una temperatura de 25+2°C.
Cada 24 h se contaron todos los rotiferos Asplanchna vivos (hembras todas ya
que nunca se observaron machos) y se transfirieron a un recipiente con medio
nuevo y la dieta respectiva hasta que la poblacién comenzé a disminuir en todas
las repeticiones (dos especies-presa x tres dietas x tres repeticiones) en alrededor
de 15 dias.

Para estimar el crecimiento poblacional en todos los casos, se elaboraron curvas
de crecimiento poblacional y se calculdé la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional por dia (r), empleando la ecuacién de crecimiento exponencial (Krebs,
1985):

[ = (InN; - InNg)/ t

Donde:

No = Densidad inicial (ind ml™)
Nq
t

Densidad al tiempo t (ind mI™)
Tiempo (dias)
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Para el célculo de esta tasa, de cada dieta y de cada repeticion se seleccionaron
tres puntos de la curva durante la fase de crecimiento exponencial; se calcul$ el
valor de r y al final los valores resultantes se promediaron para que el resultado
fuera representativo (Dumont y Sarma, 1995).

En cada dieta se determind la densidad méxima considerando el valor maximo
(ind mI") de las curvas individuales de crecimiento de cada repeticion
independientemente del dia en que este valor se observé. El dia de densidad

maxima se determiné de igual forma y al final también se promedié.

Cabe sefalar que, como los valores de densidad méaxima y dia de densidad
maxima se calculan a partir de los valores individuales de cada repeticion y
promediados al final, ésos no coinciden con los valores que se observan en las
curvas de crecimiento poblacional, en los cuales las densidades maximas se

promediaron con valores que no fueron maximos en otra curva.

Para determinar si las diferencias entre los tratamientos eran significativas (o=
0.05), se utilizé el andlisis de varianza de una via (Sokal y Rohlf, 1995). Las
diferencias resultantes (Diferencias Verdaderamente Significativas 6 DVS) se
analizaron con la prueba de comparaciones mudiltiples de Tukey (Sokal y Ronhlf,
1995, Daniel, 1996). Se empled los programas de cémputo Statistica (Ver. 5.0) y
Sigma Plot (Jandel, Ver. 5.0, 1999) para la preparacion de graficas.
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Especies empleadas en el experimento

B. calyciflorus B. rubens C. dubia M. macrocopa
(185+12 pm) (117+4.2 pm) (95157 um) (1286449 pm)

Depredador
A. sieboldi
(123340 um)




RESULTADOS
CRECIMIENTO POBLACIONAL

ROTIFEROS

Los rotiferos B. calyciflorus (Fig. 1), iniciaron su crecimiento entre el
segundo y tercer dia, con la mayoria de las dietas. Sin embargo, con levadura la
poblacién inicié su crecimiento después del sexto dia. Después de 10 dias, los
organismos alcanzaron una densidad mdxima la cual estuvo aumentando y
disminuyendo por varios dias. A partir de los patrones de crecimiento es posible
observar que B. calycifiorus fue capaz de utilizar las siete dietas que se le
proporcionaron y que alcanzé densidades considerables con todas al final del
experimento. Los organismos tardaron casi el doble de tiempo con las dietas
mezcladas Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L que con las dietas solas para llegar a los
maximos crecimientos, los cuales se lograron con Ch+Sc y Ch+Sc+L (96.7 y 97
ind ml” respectivamente).

B. rubens (Fig. 1), no crecié adecuadamente cuando se le alimenté con L, con Sc
y con Sc+L, incluso el crecimiento poblacional fue menor con Sc que con L y
Sc+L. Con estas dietas el crecimiento maximo se alcanzé entre los 9 y 16 dias.
Los rotiferos crecieron rapidamente con Ch, alcanzando el méaximo (19.2 ind ml™)
en 15 dias. Para las demas dietas se observa que con Ch+Sc, Ch+L y Ch+Sc+L el
crecimiento poblacional fue mayor y se alcanzaron los valores méximos en
aproximadamente 18 dias (70.5, 130.0 y 81.6 ind ml" respectivamente).

PROPORCION H/h

La proporcion entre huevos/Hembras (H/h), para las dos especies de
rotiferos, presenté una relacién inversa con la densidad (Fig. 2). Para el rotifero B.
calyciflorus no se notaron grandes diferencias entre las dietas ya que las curvas

de crecimiento poblacional tuvieron comportamientos similares, con tendencias y
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Fig. 1. Crecimiento poblacional de los rotiferos Brachionus calyciflorus
(B. ¢) y Brachionus rubens (B. r) cultivados con diferentes dietas.
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pendientes negativas que denotaron una produccion casi constante de huevos con
todas las dietas a lo largo de todo el periodo de estudio.

En cambio, el crecimiento poblacional de B. rubens fue minimo con las dietas L,
Sc y Sc+L. Dichas dietas también afectaron la proporcion de huevos. En
consecuencia, las poblaciones descendieron répidamente. El valor de esta
proporcién fue de cero en las densidades poblacionales bajas (<40 ind ml") a
diferencia de las otras dietas que produjeron densidades poblacionales mayores a
100 ind mI"! donde la disminucién fue menos marcada y la poblacion fue capaz de

mantenerse por mas tiempo.

CLADOCEROS

En C. dubia (Fig. 3), se observé que los mayores crecimientos se
obtuvieron después de 20 dias y continuaron aumentando hasta el final del
experimento, es decir 9 dias después. Durante este periodo, la densidad aumentd
en un 16%, 33% y 43% con las dietas Ch, Ch+Sc y Ch+Sc+L, con 7.1, 9.8y 7.2
ind mI”' respectivamente. Aunque, con las dietas Sc, Ch+L y Sc+L se obsenvé el
crecimiento maximo también en 20 dias aproximadamente, éste fue
comparativamente menor (2.3, 3.9 y 2.8 ind ml” respectivamente) a las dietas
anteriores. Se observé que la poblacién de C. dubia no crecié cuando se alimenté

con levadura.

La poblacién de M. macrocopa (Fig. 3), tampoco crecié con la dieta L. Por otra
parte, con Ch alcanzé el mayor crecimiento en 8 dias (8.3 ind ml™") y después de
este punto la poblaciéon descendié gradualmente. Con las demas dietas, el
crecimiento fue mas lento pero constante tardando entre 6 y 15 dias para alcanzar
los valores maximos; el mayor crecimiento se observé con la dieta Ch+Sc+L con
13.7 ind ml”.
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DENSIDAD MAXIMA

ROTIFEROS

Las densidades promedio méaximas de B. calyciflorus (Tabla 1; Fig. 4a) se
encontraron con las dietas mezcladas Ch+Sc+L con 108+21.7 ind mI'' y Ch+Sc
con 106.2+10.8 ind ml" y la menor densidad con L con 74.1+5.4 ind ml"". Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las dietas (p>0.05;
Anexo Il). Por otra parte, los rotiferos B. rubens alcanzaron la densidad maxima de
130.0+7.2 ind ml" con la dieta Ch+L, mientras que con la dieta Sc sdlo se
produjeron 22.0+2.3 ind ml'. A diferencia de B. calyciflorus, las densidades
maximas alcanzadas por B. rubens fueron significativamente diferentes entre las
dietas (p<0.001; Anexo ll). La prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) permitid la
formacion de cuatro grupos diferentes de dietas, (p>0.05, Anexo Il); uno estaba
constituido por las dietas L, Sc y Sc+L, otro por Ch, y Ch+Sc+L, el tercero formado
por las dietas Ch+Sc y Ch+Sc+L y otro mas tGnicamente con la dieta Ch+L.

CLADOCEROS

En C. dubia (Tabla 1; Fig. 4a) se obtuvo la mayor densidad poblacional
promedio (10.1+1.3 ind mI™) con Ch+Sc y la dieta con la que se obtuvo la menor
fue con L (0.5+0.0 ind mI'"). Se encontraron diferencias significativas entre las
dietas (p<0.001; Anexo Il) y la formacién de tres grupos constituidos por L, Sc y
Sc+L uno, otro por Ch, Ch+Sc y Ch+Sc+L y uno mas formado por las dietas Sc,
Ch+L y Sc+L (p<0.05; Anexo Il). En M. macrocopa, las densidades promedio se
encontraron entre 14.7+0.6 y 2.0+0.6 ind ml™', se observé la mayor densidad en la
poblaciéon mantenida con Ch+Sc+L y la menor en la cultivada con L. Se
encontraron diferencias significativas (p<0.001; Anexo Il) entre las dietas y la
formacion de tres grupos, uno integrado nicamente por la dieta L y otro por todas
las demas menos Sc+L y el Ultimo constituido por todas las dietas menos L vy
Ch+Sc+L (p<0.05; Anexo l1).



Tabla 1. Parametros poblacionales promedio de los rotiferos y claddceros

alimentados con las diferentes dietas. D max.: densidad méaxima (ind mi™); Dia D

max.: dia de densidad maxima; r: tasa intrinseca de crecimiento poblacional por

dia. Entre paréntesis: error estandar de cuatro repeticiones. Valores subrayados:

mAaximos y minimos.

Especie Dieta D max. Dia D max. r

B. calyciflorus L 741 (5.4) 14.7 (1.6) 0.40 (0.02)
Ch 89.4 (3.9) 19.5 (0.5) 0.43 (0.01)
Sc 100.0 (12.5) 15.7 (1.5) 0.40 (0.01)
Ch+Sc 106.2 (10.8) 16.5 (1.0) 0.35 (0.01)
Ch+L 83.5(7.4) 18.7 (0.6) 0.25 (0.03)
Sc+L 93.5 (15.4) 19.0 (0.7) 0.25 (0.02)
Ch+Sc+L 108.0 (21.7 16.7 (3.6) 0.44 (0.02)

B. rubens L 27.5 (1.68) 10.0(0.7) 0.32 (0.00)
Ch 103.2 (4.0) 14.5 (0.9) 0.47 (0.02)
Sc 22,0 (2.3) 12.2(1.4) 0.28 (0.01)
Ch+Sc 72.2 (3.2) 19.0 (0.4) 0.26 (0.02)
Ch+L 130.0 (7.2) 18.0 (0.0) 0.36 (0.01)
Sc+L 28.5 (3.1) 16.2 (1.3) 0.25 (0.002)
Ch+Sc+L 89.5 (8.0) 17.7 (0.6) 0.29 (0.006)

C. dubia L 0.5 (0.0) 6.7 (3.8) 0.01 (0.01)
Ch 7.3(0.5) 25.5 (2.5) 0.24 (0.00)
Sc 3.2(0.4) 16.2 (3.0) .34 (0.04
Ch+Sc 10.1 (1.3) 26.7 (0.8) 0.29 (0.04)
Ch+L 3.9 (0.4) 26.5(0.8) 0.28 (0.02)
Sc+l 2.8(0.3) 27.2(0.7) 0.21 (0.03)
Ch+Sc+L 7.2(0.6) 27.7.(0.7) 0.13(0.01)

M. macrocopa L 2.0 (0.6) 5.2 (2.0) 0.16 (0.02)
Ch 9.3(1.1) 9.0 (0.9) 0.43 (0.01)
Sc 11.4(0.9) 14.0 (0.0) 0.30 (0.03)
Ch+Sc 14.1 (1.3) 11.7 (1.1) 0.36 (0.01)
Ch+L 11.7 (2.0) 137 (1.2) 0.28 (0.03)
Sc+L 8.3(0.9) 12.7 (1.1) 0.34 (0.00)
Ch+Sc+L 14.7 (0.6) 13.0 (0.4) 0.29 (0.01)

L: Levadura, Saccharomyces cerevisiae, Ch: Chlorella vulgaris, Sc: Scenedesmus acutus.
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Fig. 4. Crecimiento poblacional de los rotiferos y cladéceros cultivados con

las diferentes dietas. a) densidad maxima; b) dia de densidad maxima y c) tasa

de crecimiento poblacional por dia. Los nimeros indican la formacién de grupos

de acuerdo a la prueba de Tukey.



DiA DE DENSIDAD MAXIMA

ROTIFEROS

El tiempo que tardaron los rotiferos B. calyciflorus en llegar a la densidad
maxima (Tabla 1; Fig. 4b), fue mayor con las dietas Ch, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L
(entre 16.7 y 19.5 dias). Con la dieta que requirieron menos tiempo para llegar a la
maxima densidad fue L con 14.7+1.6 dias. Las diferencias de tiempo entre las
dietas no fueron significativas (p<0.05; Anexo Il). En el caso de B. rubens
alimentado con Ch+L, tardé 18 dias en alcanzar la densidad méxima y unicamente
10.040.7 dias con la dieta L. Las diferencias encontradas, para el dia de densidad
maxima entre las dietas fueron significativas (p>0.001 y p<0.05; Anexo Il). Se
observaron cuatro grupos de dietas, el primero constituido por las dietas L y Sc, el
segundo por las dietas Ch, Sc Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+l, el tercero lo formé
unicamente la dieta Ch+Sc, y el ltimo por Ch+Sc, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L.

CLADOCEROS

C. dubia mantenida con la dieta L, tardé 6.7+3.8 dias en alcanzar la
densidad méaxima, en tanto que con Ch+Sc+L se tardé 27.7+0.7 dias (Tabla 1; Fig.
4b). Las diferencias de los dias entre las dietas fueron significativas (p<0.001;
Anexo ll). Se encontré la formacién de dos grupos de dietas, por L y Sc el primero
y el segundo por Ch, Ch+Sc, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L (p<0.05; Anexo Il). Las
densidades maximas de M. macrocopa (Tabla 1; Fig. 4b) se obtuvieron entre
5.2+2.0 y 14.040.0 dias siendo L la dieta con la cual estos cladéceros tardaron
menos dias y Sc con la que requirieron mas; las diferencias entre las dietas fueron
significativas (p<0.001; Anexo Il). Por otra parte, se encontraron dos grandes
grupos de dietas que se traslaparon, el primero lo integraron L y Ch y el segundo
Ch, Sc, Ch+Sc, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L (p<0.05; Anexo II).



TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL

ROTIFEROS

La tasa de crecimiento poblacional por dia (r) para B. calyciflorus (Tabla 1;
Fig. 4c), resulté con diferencias significativas entre las dietas (p<0.001; Anexo Il),
hallandose el valor mas bajo con 0.25+0.02 dia™” para Sc+L y el méas alto con
0.4410.02 dia” con la dieta Ch+Sc+L. Se observé un patrén general en cuanto a
la formacién de grupos con tasas similares; se formé un grupo con las dietas L,
Ch, Sc, Ch+Sc y Ch+Sc+L y otro con Ch, Sc, Ch+Sc Y Ch+Sc+L, uno mas con Sc
y Ch+Sc+L y el cuarto con las dietas Ch+L y Sc+L (p<0.05; Anexo Il). El valor de
esta tasa para B. rubens se encontré entre 0.25+0.002 dia™ con la dieta Sc+L y
0.47+0.02 dia’ con Ch (Tabla 1; Fig. 4c). Las diferencias estadisticas entre las
dietas fueron significativas (p<0.001; Anexo Il) y se formaron cuatro grupos L, Sc,
Ch+Sc, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L, otro se conformé tnicamente por la dieta Ch, un
grupo mas estuvo constituido por las dietas Sc, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L y un grupo
final integrado por las dietas Ch+Sc, Sc+L y Ch+Sc+L (p<0.05; Anexo ).

CLADOCEROS

C. dubia (Tabla 1; Fig. 4c) presentd diferencias significativas en las tasas de
crecimiento entre las dietas (p<0.001; Anexo ll), registrando la minima r con la
dieta L con 0.01+0.02 dia™ y la mayor para Sc con un valor de 0.34+0.04 dia™. De
hecho L formé un solo grupo, Ch junto con las demés dietas, excepto L formaron
otro grupo y Sc, Ch+Sc y Ch+L el tercero (p<0.05; Anexo Il). En lo que respecta a
la tasa de crecimiento poblacional por dia para M. macrocopa (Fig. 4c), se
encontré una variacién desde 0.16+0.02 dia™ con L hasta 0.43+0.01 dia” con Ch,
las diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.001; Tabla 1) y se
encontré un patrén similar respecto a la formacién de grupos, ya que L formé un
grupo, Ch y Ch+Sc otro y Sc, Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L el tercero (p<0.05; Anexo Il).
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CRECIMIENTO SOMATICO

LONGITUD

Los valores de longitud de rotiferos y cladéceros (Tabla 2) fueron
significativamente diferentes. Aunque B. calyciflorus crecié de manera similar con
todas las dietas (129.6-151.2 um), la diferencia entre las tallas fue significativa
(p<0.05). B. rubens crecié de manera significativamente diferente en longitud entre
las dietas. Se observé que de estos organismos, los que se cultivaron con Ch+L
fueron los mas pequefios y a su vez los de mayor densidad, formando un grupo
unitario y practicamente todas las otras dietas formaron otro grupo de organismos
con tallas similares (p<0.01; Anexo II).

En los claddceros C. dubia se observé que el crecimiento en longitud fue
significativamente diferente influido por la dieta (p<0.01; Anexo Il). Se encontré la
formacién de dos grupos, uno integrado Unicamente por los organismos
mantenidos con la dieta Sc y el otro por todos los demas (p<0.05; Anexo Il). Con
respecto a M. macrocopa se encontraron diferencias significativas entre las dietas
Ch y Ch+Sc+L (p<0.05; Anexo Il) en cuanto a las tallas.

No se encontré ninguna relacién importante respecto al ancho de los rotiferos y

cladéceros por lo que no se incluyeron estos resultados.

PESO

En cuanto al peso de los cladéceros (Tabla 2), las diferencias fueron
significativas para C. dubia y muy significativas para M. macrocopa (p<0.05 y
p<0.001 respectivamente; Anexo Il). Se observé que se formaron dos grupos
diferentes entre si uno formado por las dietas Ch+L, Sc+L y Ch+Sc+L y el otro por
L, Ch, Sc y Ch+Sc para C. dubia. Para M. macrocopa los grupos fueron también,
diferentes: uno formado por los organismos mas pesados alimentados con Ch y

Ch+Sc y el otro con las demas dietas.
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Por otra parte, en los casos de B. rubens y M. macrocopa se encontrd una relacién

inversa entre la densidad y el tamafno de los organismos (Fig. 5), siendo mas

grandes los organismos cuando la densidad poblacional fue baja y los organismos

mas pequefos cuando las densidades fueron muy altas.

Tabla 2: Valores de longitud (um) de rotiferos y longitud (um) y peso (ug) de

claddceros. B. c: B. calyciflorus, B. r. B. rubens, C. d: C. dubia 'y M. m: M.

macrocopa. Entre paréntesis: error estandar de

subrayados: maximos y minimos.

10 repeticiones. Valores

Especie B.c B.r C.d M.m

Dieta Longitud Longitud Longitud Peso Longitud Peso
L 132.0 (5.4) | 115.2 (4.8) |842.2 (26.9)| 16.2 (1.8) | 981.0 (20.0) | 16.9 (2.1)
Ch 146.2 (6.8) | 109.1 (3.8) |768.0 (22.0) | 24.8 (6.0) | 996.0 (24.3) | 59.0 (1.2)
Sc 144.0 (6.2) | 115.3 (9.2) |686.0 (12.0)| 20.8 (3.1) | 960.0 (26.7) | 27.6 (4.2)
Ch+Sc 151.2 (5.1) | 103.2(3.7) |737.0(19.3)| 18.1 (1.3) | 936.0 (25.0) | 57.8 (1.2)
Ch+L 151.2(3.7) | 81.6(4.0) |764.0(18.4)| 10.6 (1.5) | 940.0 (26.2) | 25.5 (2.7)
Sc+L 129.6 (6.4) | 110.4 (4.0) |729.0 (11.8) | 14.6 (1.3) | 964.0 (27.5) | 14.2 (2.5)
Ch+Sc+L | 134.4 (6.4) | 103.2 (3.7) | 742.1 (17.3)| 15.5 (2.2) | 864.0 (34.7) | 20.2 (2.3)
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CRECIMIENTO POBLACIONAL DEL DEPREDADOR

De acuerdo con las curvas de crecimiento poblacional de A. sieboldi (Fig.
6), el mayor crecimiento se logré cuando se alimentaron tanto con B. calyciflorus
como con B. rubens cultivados con la dieta Ch+Sc+L (19.2 y 20.5 ind 25 ml
respectivamente). Con los rotiferos B. calyciflorus, el crecimiento de los
depredadores inici6 entre el segundo y tercer dia, sin importar la dieta de la presa,
las densidades maximas se alcanzaron entre los dias 5 y 7. Con la presa B.
rubens, el crecimiento de los depredadores se inicié desde el primer dia también
sin importar la dieta de la presa y las densidades maximas se lograron entre el dia
7 y el 10. Con esta presa mantenida con las dietas Ch+L y Ch+Sc+L se observé
mucha variabilidad en la densidad méxima de los depredadores, indicando que al
llegar a este punto la competencia intraespecifica se hizo muy fuerte y entonces la

poblacién comenzé a aumentar y disminuir.
DENSIDAD MAXIMA

Las densidades promedio méximas logradas fueron, con B. calyciflorus,
21.0+£0.6 ind 25ml™ (0.84 ind mI"") y con B. rubens 22.0+0.5 ind 25ml” (0.88 ind
ml'") (Tabla 3; Fig. 7a). Se encontraron diferencias significativas en el crecimiento
de A. sieboldi mantenido con B. calyciflorus (p<0.05; Anexo Ill) y muy significativas
cuando se le cultivé con B. rubens (p<0.001; Anexo lll). Dos grupos diferentes
traslapados, se encontraron respecto a las densidades méaximas; uno se formé
con B. calyciflorus cultivado con las dietas Ch y Ch+Sc y el otro con Ch+Sc y
Ch+Sc+L; con B. rubens los grupos fueron independientes formados por Ch y
Ch+L y el otro integrado Unicamente por Ch+Sc+L (p<0.05; Anexo ll). Las
densidades maximas se alcanzaron en un periodo de 6.75 dias con B. calyciflorus
como presa y 9 dias con B. rubens (Tabla 3; Fig. 7b).
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DiA DE DENSIDAD MAXIMA

El menor tiempo empleado por A. sieboldi para llegar a la densidad maxima
fue de 4.5 dias con la dieta B. calyciflorus con Ch y 8.25 dias con B. rubens con
Ch. Las diferencias en el dia de densidad maxima no fueron estadisticamente
significativas (p>0.05; Anexo Ill), para ninguna de las presas de las diferentes

dietas.
TASA DE CRECIMIENTO POBLACIONAL POR DIA

En cuanto a la tasa intrinseca de crecimiento para A. sieboldi (Fig. 7c)
cultivado con B. calyciflorus no se encontraron diferencias significativas (p>0.05;
Anexo [ll), en tanto que para A. sieboldi cultivado con B. rubens las diferencias
fueron estadisticamente significativas (p<0.05; Anexo lll) entre las tres dietas. El
valor maximo de r de A. sieboldi fue 0.54 cultivado con B. calyciflorus mantenido
con la dieta Ch+Sc y con B. rubens de 0.31 con la dieta Ch+Sc+L. Con B.
calyciflorus como presa no se observé la formacion de grupos significativamente
diferentes (p>0.05; Anexo lll) a diferencia de B. rubens donde se formaron dos
grupos: uno formado por Ch y Ch+L y el otro formado por Ch+L y Ch+Sc+L
(p<0.05; Anexo ).

Tabla 3: Parametros poblacionales de los rotiferos depredadores A. sieboldi
cultivados con las diferentes dietas. D max.: densidad méaxima (ind 25 ml"'); Dia D
max.: dia de densidad maxima; r : tasa intrinseca de crecimiento poblacional por
dia. Entre paréntesis: error estandar de cuatro repeticiones. Valores subrayados:

maximos y minimos.

Especie presa Dieta D max. Dia D max. r

B. calyciflorus | Ch 12.2(1.5) 4.5 (1.0) 0.29 (0.06)
Ch+Sc 18.0 (2.6) 6.2 (0.9) 0.54 (0.13)
Ch+Sc+L 21.0(0.6) 6.7 (1.4) 0.49 (0.05)

B. rubens Ch 15.0 (0.9) 8.2 (1.0) 0.23 (0.02)
Ch+L 16.2 (1.0) 9.0(1.2) 0.24 (0.01)
Ch+Sc+L 22.0(0.5) 8.7 (0.8) 0.31 (0.02)
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DISCUSION

La composicién quimica de la mayoria de las algas de cultivo incluyendo a
Chlorella vulgaris esta bien documentada para una variedad de condiciones y
medios de cultivo (Khul y Lorenzen, 1964). Actualmente se sabe que las grandes
diferencias entre microalgas y levaduras son principalmente el contenido de acidos
grasos, asi como lo digerible de sus células (Frolov et al., 1991; Tamaru et al.,
1993).

ROTIFEROS

Las curvas de crecimiento poblacional de B. calyciflorus fueron muy
similares con las siete dietas, ademas de que fue la unica especie de zooplancton
herbivoro capaz de aprovechar la levadura como unico alimento. Lo cual de
acuerdo con Frolov et al. (1991) y Tamaru et al. (1993), es indicativo de que los
rotiferos participaron activamente en la reorganizacién de los &cidos grasos
procedentes de las dietas de acuerdo a sus propios requerimientos metabdlicos; o
también que fueron capaces de producir sus propios lipidos y acidos grasos a
partir de las dietas deficientes en esos compuestos. (Isik et al.,, 1999). Lo anterior,
se pudo apreciar en la proporcién H/h donde, en todos los casos, se presenté una
produccidn constante de huevos lo largo de todo el estudio, asumiendo siempre

relaciones inversas de la misma duracion con todas las dietas.

En lo concerniente a las densidades maximas promedio, los valores observados
con B. calyciflorus fueron superiores a los reportados por Sarma et al. (2001a)
quienes obtuvieron una densidad méaxima de 77+12 ind mlI' usando Ch como
alimento. Al emplear la levadura como Unico alimento encontraron una densidad
méxima de 62+19 ind ml” y con la mezcla de alga y levadura consiguieron una
densidad de unicamente 54+9 ind ml”', en comparacién con Ch: 89.4+3.9, L:
74.1+5.4 y Ch+L: 83.5+7.4 ind ml".

En cuanto al crecimiento poblacional de B. rubens, se encontrd que fue afectado

por las dietas ya que unicamente pudieron crecer con las dietas que contenian la
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microalga Chlorella, por lo que es posible determinar que esta alga resulté ser una
buena fuente de nutrimentos para esta especie y que ademas al ser suplementada
con la otra alga y la levadura, las dietas adquirieron las caracteristicas éptimas
para estos rotiferos (Lubzens et al., 1989; Brown y Jefrey 1992; Dunstan et al.,
1992). En B. rubens, las diferencias nutrimentales entre las dietas resultaron ser
evidentes, con las dietas L, Sc y Sc+L pobres en acidos grasos y la levadura con
una pared celular gruesa (Coutteau y Sorgeloos, 1997 y Rothhaupt, 1995); dado
que la proporcién H/h disminuyé cuando aln la densidad poblacional era baja y la
disponibilidad de alimento no era una limitante (Rao y Sarma, 1986), teniendo de
este modo relaciones de muy corta duracién que concluyeron en poblaciones
reducidas. Por otra parte, se encontré que los rotiferos que crecieron con dietas
mezcladas tardaban, en general, mas tiempo en llegar a una densidad maxima;
debido tal vez, a que los organismos requirieron mayor tiempo para aprender a
manejar alimentos diferentes y a que las densidades alcanzadas, que fueron
significativamente mayores a las logradas con las demas dietas, requirieron de
mas tiempo. En el presente estudio, B. rubens tuvo una mayor densidad con la
dieta Ch+L, aunque no existe informaciéon de referencia con esta especie es

posible inferir que la densidad lograda (130.0+7.2 ind ml”') es alta.

El dia de densidad maxima presento diferencias significativas entre las dietas para
B. rubens y no para B. calyciflorus. La razén de lo anterior es debida a que B.
calyciflorus pudo aprovechar de igual manera las diferentes dietas y por lo tanto
tuvo un desarrollo poblacional similar; en cambio B. rubens fue incapaz de utilizar
las dietas con L y Sc y por lo tanto el crecimiento que presentd pudo deberse
unicamente a la energia que habia acumulado con el alimento que recibieron
antes de iniciar el experimento, por lo que el crecimiento fue rapido pero muy

pobre.

Este hecho influyé fuertemente en el valor de la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional por dia r, ya que algunas dietas generalmente las que llegaron rapido
a su densidad maxima, lograron un valor alto de r pero una densidad muy baja; en

comparacion con las dietas que produjeron mayor cantidad de individuos pero que
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tardaron méas tiempo en alcanzar dicha cantidad y por lo tanto una valor de r muy
bajo. El valor mas alto de r para B. calyciflorus fue de 0.44+0.02 con la dieta
Ch+Sc+L, el cual fue inferior a 0.635+0.037 dia” reportado por Sarma et al.
(1999). Para B. rubens se ha reportado una r de 0.79 pero con una densidad de
Chlorella de 3x10° células ml” (lyer y Rao, 1993); en el presente estudio
encontramos una tasa de 0.48+0.02 dia™ con Chlorella a una densidad de 1x10°

células ml”, resultando en un valor relativamente alto para esta especie.

CLADOCEROS

En el caso de los claddceros, se observé que sus crecimientos fueron
mayores con las dietas con Ch sola y mezclada, la excepcion fue el elevado
crecimiento de M. macrocopa con Sc, alimento reportado como éptimo para estos
organismos (Repka, 1997a). En C. dubia se observaron periodos muy largos de
estancamiento del crecimiento poblacional alrededor de la densidad maxima,
excepto cuando se le proporciond la dieta L, la cual no favorecié la reproduccion
de los organismos. La razén del estancamiento en los crecimientos poblacionales
pudo deberse a que los organismos requirieron un mayor tiempo para alcanzar la

edad de primera reproduccién, por lo que el crecimiento poblacional se retrasé.

Como en el caso de los rotiferos; las densidades alcanzadas en el presente
estudio fueron mayores que las referidas por Alva-Martinez (2001), quien encontré
que C. dubia no crecié con el alga Chlorella a una densidad mayor a 0.75x10°
células mlI" con la cual logré una densidad méaxima de 7 ind ml"; con Ch a una
densidad de 1.5x10° células mI™ obtuvo alrededor de 4.7 ind mI" de M. macrocopa.
En comparacién a nuestros resultados con Ch a una densidad de 1x10° células
ml™”, se lograron las densidades de 7.3+0.5 ind mI" con C. dubiay 9.3+1.1 ind mI”
con M. macrocopa. Entre los cladéceros, el género Moina exhibe una de las mas
altas tasas de crecimiento poblacional. En el presente estudio las tasas logradas
por M. macrocopa variaron entre 0.16 y 0.43 dia™' y para C. dubia los valores se
encontraron entre 0.01 y 0.34 dia’, valores similares a los reportados por

investigadores como Repka (1997a) y Nandini y Rao (1998).
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CRECIMIENTO SOMATICO

En B. rubens y M. macrocopa, se encontrd una relaciéon inversa entre la
longitud y la densidad maxima, a mayor densidad poblacional se obtuvo menor
tamafo de los individuos. No se encontré esta relacién en B. calyciflorus ni en C.
dubia. Para M. macrocopa la dieta Ch favorecio la talla y peso de los organismos.
La mezcla de Ch+Sc también promovié el crecimiento en peso y en longitud. Este
es un dato interesante ya que las larvas de peces que recién han absorbido su
saco vitelino requieren grandes cantidades de rotiferos y de un tamafo muy
pequefio dado el tamafno de su boca (Snell et al., 1987; Lubzens ef al., 1989). Por
otra parte, aunque la levadura produjo organismos muy grandes en talla fueron
muy ligeros, lo que sefala a organismos mal nutridos.

DEPREDADOR A. sieboldi IZT y

Las curvas de crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldi, se
caracterizaron por una corta fase de adaptacion, una fase de crecimiento
exponencial y una de retardacion; caracteristicas del zooplancton oportunista
(estrategia r) (Downing y Rigler, 1984; Rothhaupt, 1988; Rothhaupt y Lampert, ﬂ =

1992; Rico-Martinez y Dodson, 1992). Se ha establecido que la calidad nutritiva de | @

rotiferos braquiénidos presa es en gran medida determinada por el tipo de

-

alimento con el que se les mantenga (Watanabe, 1989) y esto es valido también UNRIE
para el siguiente nivel tréfico (Rodriguez et al., 1994). Tradicionalmente, larvas de |ZTACAL
peces son usadas para valorar el estado nutrimental de rotiferos presa (Fukusho,
1989), sin embargo, depredadores invertebrados como Asplanchna pueden
también ser usados como una herramienta muy sensible para probar desde la
respuesta numeérica, la cual cambia en relacion con el tamano de la presa (B.
calyciflorus longitud = 185+12 um y B. rubens longitud = 117+4.2 um), con su
densidad, su movimiento, cantidad de toxinas y calidad nutrimental (Snell y

Jansen, 1995; lyer y Rao, 1996).

En el presente estudio se observé que, aunque B. calyciflorus pudo crecer con las
siete dietas establecidas; el crecimiento poblacional del rotifero depredador A.
sieboldi fue mayor cuando esta presa habia sido cultivada con la dieta compuesta
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por las dos microalgas y la levadura, lo cual indicé que una dieta suplementada de
esta forma resultd ser apropiada para esta especie de rotifero. En el caso de B.
rubens, que crecié mejor con la dieta formada por Ch+L; el depredador alimentado
con esta presa, nuevamente crecié mejor con los rotiferos alimentados con la dieta
compuesta por las dos algas y la levadura.

Lo anterior es un reflejo de cémo las diferentes dietas del zooplancton herbivoro
afectaron de manera diferente al siguiente nivel tréfico. En este caso el
depredador requirié de un alimento de mejor calidad nutritiva para poder crecer
adecuadamente, como lo mencionan Sarma ef al. (2001b), quienes determinaron
que el crecimiento poblacional del depredador fue mayor cuando se le cultivé con
presas mantenidas con dietas mezcladas. La mayor densidad reportada para
A. sieboldi mantenido con las presas procedentes de dichas dietas fue de 0.8 ind
ml™'; en el presente estudio la mayor densidad del depredador fue similar (0.84 ind
mi™ y 0.88 ind mI™).

En cuanto a la tasa de crecimiento poblacional por dia, ocurrié algo similar a lo
que se presenté con el zooplancton herbivoro, las dietas que requirieron mas
tiempo en llegar a la densidad méxima presentaron un valor bajo de r pero una
densidad mayor; en cambio las dietas que rapidamente alcanzaron una densidad
maxima tuvieron una tasa de crecimiento alta pero una cantidad de individuos
menor. Probablemente por tal razén, la tasa intrinseca de crecimiento poblacional
no resulté ser un buen indicador para escoger las mejores dietas o las dietas con
las que se obtuvieron las maximas densidades. La tasa de crecimiento poblacional
para Asplanchna se encontrd dentro de los intervalos reportados (Dumont y
Sarma, 1995).
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CONCLUSIONES

La calidad nutritiva de las dietas empleadas tuvo un impacto real en los
crecimientos poblacionales de los organismos cultivados. En general el alga
Chlorella vulgaris sola dio buenos resultados, Scenedesmus acutus y la levadura
Saccharomyces cerevisiae resultaron de menor calidad cuando fueron el unico
alimento. Por su parte, las dietas mezcladas fueron mejores para todos los
organismos cultivados, excepto B. calyciflorus que pudo crecer con todas las

dietas.

Con relacion a las dietas empleadas, se encontraron tres relaciones
inversas en los siguientes parametros: Entre la proporcién de huevos y la cantidad
de hembras en los rotiferos. Entre la densidad poblacional y la talla de B. rubens y
M. macrocopa. Finalmente, entre el valor de r y las densidades poblacionales.

El crecimiento poblacional del depredador A. sieboldi fue mayor al
alimentarse de presas que habian consumido una dieta variada (Ch+Sc+L) y por
lo tanto completa en nutrimentos. Lo anterior confirma que, la dieta de la presa
afecta el crecimiento del depredador.

En la produccién intensiva de alimento vivo para especies importantes en la
acuicultura, los valores de densidad méxima, dia de densidad méxima y tasa de
crecimiento poblacional por dia son importantes ya que determinan, dependiendo
de las dietas a utilizar para su mantenimiento, qué tan rapido se puede cosechar
una especie y en qué cantidad y por otra parte saber cual es la capacidad de una

especie en particular para aumentar su poblacion bajo condiciones de cultivo,
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ANEXO |
MEDIO DE CULTIVO PARA MICROALGAS BOLD BASAL
(Borowitzka y Borowitzka, 1988)

1.- Nitrato de sodio (NaNQ3;) 250 g/l

2.- Sulfato de magnesio (MgSQ, «7H,0) 75 g/l

3.- Fosfato de potasio dibasico (K, HPOy) 75 g/l UNAM FES
4.- Fosfato de potasio monobasico (KHPOs) 75 g/l {ZTACALA
5.- Cloruro de sodio (NaCl) 25 g/l

6.- EDTA 50g+31 gKOH /I

7.- Sulfato de fierro (FeSQ4 #7H,0) 4.98 g +1 ml H,SO,

8.- Acido bérico (HsBOs) 11.42 g/l

9.- Elementos traza:
* Cloruro de magnesio (MgClze7H,0) 1.44 g/l

* Triéxido de molibdeno (MoO3) 0.71 g/l
* Sulfato de cobre (CuSOQs) 1.75 g/l
* Nitrato de cobalto (Co(NO3)2) 0.49 g/l
* Sulfato de zinc (ZnS0,) 8.82 g/l

Para cada litro de agua destilada, se agregan dos mililitros de cada solucién.

MEDIO DE CULTIVO PARA ZOOPLANCTON EPA
(Anénimo, 1985)

1.- Bicarbonato de sodio (NaHCOQ3) 96 mg/l
2.- Sulfato de calcio (CaSO,) 60 mg/I
3.- Sulfato de magnesio (MgSQ.) 60 mg/l
4.- Cloruro de potasio (KCI) 4 mg/l

Todo lo anterior se disuelve en un litro de agua destilada.
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ANEXO 1I

Tabla I. Andlisis de Varianza para densidad maxima de B. calyciflorus, B. rubens,
C. dubia y M. macrocopa con relacién a las 7 dietas (*** = p<0.001, ** = p< 0.01, *
= p<0.05 y ns = no significativo).

Fuente de
variacion gl SC s r
B. calyciflorus
Entre grupos 6 3618.938 603.16 1.45ns
Dentro de grupos 21 8724.313 415.44
Total 27 12343.250
B. rubens
Entre grupos 6 43586.609 7264.43 79.83 ***
Dentro de grupos 21 1911.063 91.00
Total 27 45497.672
C. dubia
Entre grupos 6 263.476 43.91 277
Dentro de grupos 21 33.202 1.58
Total 27 296.678
M. macrocopa
Entre grupos 6 426.867 71.14 12.00 ***
Dentro de grupos 21 124.546 5.93
Total 27 551.414

Tabla Il. Prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) para encontrar las diferencias
entre medias (valor absoluto) de densidad maxima para B. calyciflorus, B. rubens,
C. dubia y M. macrocopa respecto a las 7 dietas. (1 =L, 2 =Ch, 3=Sc, 4 =

Ch+8c, 5 = Ch+L, 6 = Sc+L, 7 = Ch+Sc+L). En negritas: DVS.

B. calyciflorus. B. rubens.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6
1 - 1 -
2 093 — 2 0.00 —
3 056 098 -- 3 098 0.00 o
4 032 089 099 -- 4 000 0.00 0.00 -
5 099 099 090 069 -- 5 0.00 o0.01 0.00 0.00 -
6 082 099 099 097 0.99 6 099 000 096 0.00 0.00
7 026 0.85 099 099 0.62 0.94 7 000 042 0.00 0.18 0.00 0.00
C. dubia. M. macrocopa.

1 2 3 4 5 B 7 1 2 3 4 5 6
1 - 1 ---
2 0.00 - 2 0.00 -
3 006 000 -- 3 000 087 -
4 0.00 005 0.00 -- 4 000 026 091
5 0.01 0.02 097 000 -- 5 000 079 099 096
6 0.16 0.00 099 0.00 0.83 6 002 099 050 008 040
7 000 100 0.00 005 0.02 000 - 7 000 006 049 098 059 0.01

50



Tabla Ill. Anélisis de Varianza para dia de densidad maxima de B. calyciflorus, B.
rubens, C. dubia 'y M. macrocopa con relacion a las 7 dietas (*** = p<0.001, ** = p<
0.01, * = p<0.05 y ns = no significativo).

Fuente de sc

variacion gl cM F
B. calyciflorus
Entre grupos 6 77.429 12.90 2.16 ns
Dentro de grupos 21 125.250 5.96
Total 27 202.679
B. rubens
Entre grupos 6 263.429 43.90 13.31
Dentro de grupos 21 69.250 3.30
Total 27 332.679
C. dubia
Entre grupos 6 1428.857 238.14 12.41 ™
Dentro de grupos 21 403.000 19.19
Total 27 1831.857
M. macrocopa
Entre grupos 6 235.714 39.29 6.11
Dentro de grupos 21 135.000 6.43
Total 27 370.714

Tabla IV. Prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) para encontrar las diferencias
entre medias (valor absoluto) del dia de densidad maxima para B. calyciflorus, B.
rubens, C. dubia y M. macrocopa respecto a las 7 dietas. (1 =L, 2=Ch, 3=Sc, 4
= Ch+Sc, 5 = Ch+L, 6 = Sc+L, 7 = Ch+Sc+L). En negritas: DVS.

B. calyciflorus. B. rubens.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6
1 - 1 -
2 013 - 2 0.02 -
3 099 0.35 - 3 059 059 i
4 094 060 099 4 000 0.02 0.00 -
5 028 099 060 084 -- 5 000 014 0.00 098 e
6 022 099 051 077 099 6 000 081 006 036 081 -
7 068 090 094 099 098 097 ---|7 000 019 000 095 099 0.89
C. dubia. M. macrocopa.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6
I T =
2 000 -- 2 039
3 085 0.23 - 3 000 0.12 =
4 0.00 095 0.04 - 4 004 086 0.72 =
5 000 097 0.04 099 -- 5 000 016 099 0.79
6 0.00 097 0.04 093 1.00 6 001 055 095 089 097
7 000 084 002 099 099 099 ---|7 000 032 099 095 099 0.99
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Tabla V. Andlisis de Varianza para tasa de incremento poblacional por dia de B.
calyciflorus, B. rubens, C. dubia y M. macrocopa con relacion a las 7 dietas (*** =
p<0.001, ** = p< 0.01, * = p<0.05 y ns = no significativo).

Fuente de
variacion gl SC i y
B. calyciflorus
Entre grupos 6 0.161 0.03 18.87 ***
Dentro de grupos 21 0.030 0.00142
Total 27 0.190
B. rubens
Entre grupos 6 0.133 0.02 23.06 ***
Dentro de grupos 17 0.016 0.00096
Total 23 0.149
C. dubia
Entre grupos 6 0.303 0.05 16.57 ™
Dentro de grupos 21 0.058 0.003
Total 27 0.361
M. macrocopa
Entre grupos 6 0.166 0.03 11.92
Dentro de grupos 21 0.049 0.0023
Total 27 0.215

Tabla VI. Prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) para encontrar las diferencias
entre medias (valor absoluto) del valor de la tasa de incremento poblacional por
dia (r) para B. calyciflorus, B. rubens, C. dubia y M. macrocopa respecto a las 7
dietas. (1 =L, 2 =Ch, 3 =Sc, 4 = Ch+Sc, 5 = Ch+L, 6 = Sc+L, 7 = Ch+Sc+L). En
negritas: DVS.

B. calyciflorus. B. rubens.

1 2 3 4 ) 6 7 1 2 3 4 5 6
1 - 1 -
2 085 2 0.00 ---
3 099 091 - 3 080 0.00 -
4 051 006 043 4 057 0.00 099 -
5 000 000 0.00 0.02 -- 5 073 0.00 003 o0.02
6 0.00 0.00 0.00 001 099 -- 6 026 000 084 099 0.00 -
7 079 099 085 004 0.00 000 --- |7 096 000 099 091 0.09 054
C. dubia. M. macrocopa.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6
1 - 1
2 0.00 2 0.00 ---
3 0.00 0.12 3 0.00 0.04
4 000 084 073 - 4 0.00 0.51 0.75
5 000 091 062 099 -- 5 002 000 095 022
6 000 099 0.04 053 0.65 6 001 000 098 033 099
7 005 016 0.00 0.01 0.01 0.39 7 000 001 099 045 099 099




Tabla VII. Anélisis de Varianza para la longitud de B. calyciflorus, B. rubens, C.
dubia y M. macrocopa con relacion a las 7 dietas (*** = p<0.001, ** = p< 0.01, * =
p<0.05 y ns = no significativo).

Fuente de
variacion gl SC Cm F

B. calyciflorus

Entre grupos 6 4920.625 820.10 240"
Dentro de grupos 63 21484.875 341.03

Total 69 26405.500

B. rubens

Entre grupos 6 8101.10 1350.18 S22
Dentro de grupos 64 16528.60 258.26

Total 70 24629.70

C. dubia

Entre grupos 6 110219.89 18369.98 4.74 **
Dentro de grupos 66 255469.09 3870.74

Total 72 365688.98

M. macrocopa

Entre grupos 6 130846.08 21807.68 246"
Dentro de grupos 77 610094.54 8841.94

Total 83 740940.62

Tabla VIII. Prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) para encontrar las diferencias
entre medias para la longitud (valor absoluto) B. calyciflorus, B. rubens, C. dubia 'y
M. macrocopa con relacién a las 7 dietas. En negritas: DVS.

B. calyciflorus. B. rubens.
1 2 3 4 5 6 i 1 2 3 4 5 6 4
1 - f ==
2 058 -- 2 097 -
3 077 099 - 3 1.00 097
4 025 099 097 -- 4 063 097 062 --
5 025 099 097 1.00 -- 5 0.00 0.00 0.00 005 --
6 099 039 059 014 0.14 - 6 099 099 099 095 92.00 --
7 099 077 090 041 041 099 - |7 063 097 062 1.00 0.05 0.95
C. dubia. M. macrocopa.
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
1 - 1 -
2 013 -- 2 099 -
3 000 012 - 3 099 098 -
4 002 099 035 - 4 091 068 098
5 005 099 031 099 -- 5 094 076 099 099 --
6 0.00 095 0.60 099 099 -- 6 1.00 0.99 099 092 0.95
7 0.03 099 0.23 099 1.00 0.99 7 010 0.02 0.17 050 046 0.09
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Tabla IX. Andlisis de Varianza para el peso de C. dubia y M. macrocopa con
relacion a las 7 dietas (*** = p<0.001, ** = p< 0.01, * = p<0.05 y ns = no
significativo).

Fuente de variacién gl SC CM F

C. dubia

Entre grupos 6 652.455 108.74 237"
Dentro de grupos 66 3028.799 45.89

Total 72 3681.254

M. macrocopa

Entre grupos 6 22921.477 3820.25 85.72 ***
Dentro de grupos 69 3074.914 44.56

Total 75 25996.391

Tabla X. Prueba de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995) para encontrar las diferencias
entre medias para el peso (valor absoluio) de C. dubia y M. macrocopa con
relacién a las 7 dietas. En negritas: DVS.

C. dubia. M. macrocopa.
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
1 - 1 -
2 099 - 2 0.00 -
3 084 099 - 3 089 0.00 -
4 099 099 095 -- 4 0.00 089 0.00 -
5 066 0.21 0.04 029 --- 5 058 0.00 059 0.00 -
6 094 055 0.16 0.68 099 -- 6 097 0.00 033 0.00 009 -
7 089 085 040 0.93 0.87 0.99 7 100 000 086 0.00 049 0.96 ---
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ANEXO Il

Tabla XI. Anélisis de Varianza para la densidad maxima de A. sieboldi mantenido
con los rotiferos B. calyciflorus cultivado con las dietas Ch, Ch+Sc y Ch+Sc+L y B.
rubens cultivado con Ch, Ch+L y Ch+Sc+L (*** = p<0.001, ** = p< 0.01, * = p<0.05

y ns = no significativo).

Fuente de
variacién gl 20 ou E
B. calyciflorus
Entre grupos 2 158.16 79.08 6.20 *
Dentro de grupos 9 114.75 12,75
Total 11 272.91
B. rubens
Entre grupos 2 103.167 51.58 18.21 ***
Dentro de grupos 9 25.500 2.83
Total 11 128.667

Tabla Xll. Prueba de Tukey para encontrar las diferencias entre medias (valor
absoluto) de densidad méxima del depredador A. sieboldi. En negritas: DVS.

A. sieboldi con B. calyciflorus.

A. sieboldi con B. rubens.

1 2 3 1 2 3
1 = 1 ==
2 0.1 - 2 0.56
3 0.02 0.48 === 3 0.00 0.00 -

Tabla Xlll. Andlisis de Varianza para dia de densidad maxima de A. sieboldi
mantenido con los rotiferos B. calyciflorus cultivado con las dietas Ch, Ch+Sc y
Ch+Sc+L y B. rubens cultivado con Ch, Ch+L y Ch+Sc+L (*** = p<0.001, ** = p<

0.01, * = p<0.05 y ns = no significativo).

Fuente de

alimclt gl sc CcM F
variacion
B. calyciflorus
Entre grupos 2 11.16 5.58 1.08 ns
Dentro de grupos 9 46.50 5.16
Total 11 57.66
B. rubens
Entre grupos 2 1.167 0.58 0.13ns
Dentro de grupos 9 39.500 4.39
Total 11 40.667
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Tabla IV. Prueba de Tukey para encontrar las diferencias entre medias (valor
absoluto) de dia de densidad méaxima del depredador A. sieboldi. En negritas:
DVS.

A. sieboldi con B. calyciflorus. A. sieboldi con B. rubens.
1 2 3 1 2 3
1 - 1 -
2 0.54 - 2 0.87
3 0.38 0.94 — 3 0.93 0.98 ---

Tabla XV. Analisis de Varianza para tasa de incremento poblacional por dia de A.
sieboldi mantenido con los rotiferos B. calyciflorus cultivado con las dietas Ch,
Ch+Sc y Ch+Sc+L y B. rubens cultivado con Ch, Ch+L y Ch+Sc+L (*** = p<0.001,
** =p< 0.01, * = p<0.05 y ns = no significativo).

Fuente de
variacion gl 5C GM i
B. calyciflorus
Entre grupos 2 0.106 0.05 2.29 ns
Dentro de grupos 6 0.139 0.02
Total 8 0.245
B. rubens
Entre grupos 2 0.009 0.004 593*
Dentro de grupos 6 0.004 0.0008
Total 8 0.013

Tabla XVI. Prueba de Tukey para encontrar las diferencias entre medias (valor
absoluto) de tasa de incremento poblacional por dia (r) del depredador A. sieboldi.
En negritas: DVS.

A. sieboldi con B. calyciflorus. A. sieboldi con B. rubens.
1 2 3 1 2 3

1 1 po
2 018 2 090
3 030 0.92 3 0.04 0.07
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