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RESUMEN

Entre varias especies de Brachionus, encontramos B. angularis, B. rubens y B. patulus
que son comunes en México y es bien conocido su crecimiento con alga como Chlorella
vulgaris. Con el objetivo de evaluar las variables de crecimiento poblacional de tres
especies de rotiferos el presente trabajo fue dividido en dos disefios, para el primero los
rotiferos fueron alimentados con Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum viva a
tres densidades (0.5 x 10° 1 x 10% y 2 x 10° cels/ml") y para el segundo disefio se
utiizo C. vulgaris viva, hervida y congelada a tres diferentes concentraciones
(0.0625X10°, 0.125X10°%y 0.25X10° cels/mI™). Cuando incrementamos la concentracion
de C. vulgaris viva hubo un incremento de la abundancia poblacional de las tres
especies de rotiferos. Cuando se les ofrecié C. vulgaris viva a los rotiferos B. angularis
y B. rubens tuvieron mayores densidades poblacionales que cuando se ofrecia el alga
congelada. B. patulus tuvo un mejor crecimiento con C. vulgaris viva, y no hubo
crecimiento poblacional con Chlorella congelada a menor concentracion ni con S.
capricornutum. La tasa de crecimiento poblacional (r) vario de 0.45+0.03 a —0.58+0.01
por dia dependiendo de la especie, la densidad y la presentacion del alga. En
conclusion existe una relacion directa entre la cantidad de alimento y la densidad
poblacional de los rotiferos, ademas de que las respuestas de los rotiferos fueron muy
variadas lo cual nos indica que tienen diferentes habitos alimenticios en la naturaleza.

Palabras clave: Crecimiento poblacional, Brachionus, concentracion de alimento,

Chlorella vulgaris, Selenastrum capricornutum.



|. INTRODUCCION

Los componentes animales de las aguas dulces constituyen una extraordinaria
diversidad de organismos representantes de casi todos los grupos taxondémicos, sin
embargo solo son tres los grupos principales del plancton metazoario de estas aguas:
Los rotiferos y dos subclases de crustaceos los cladéceros y los copépodos (Wetzel,
1981). Los rotiferos se multiplican rapidamente por via asexual en condiciones
favorables, son relativamente poco moviles y comen indiscriminadamente (Margalef,
1983), debido a esto es que pueden aportar entre el 10 y el 40% del total de la

produccion y hasta el 67% en ciertos medios (Flores Burgos, 1997).

En general todos son herbivoros o depredadores de vida libre, aunque también existen
especies parasitas (Wallace y Snell, 1991). Existe una gran variedad en el tamafo de
las particulas alimenticias consumidas por los rotiferos, con una clara separacién de las
especies en grupos segun tamafo en relacion con los nichos de alimento disponible,
esta separacion concuerda con la presencia simultanea de diversas especies dentro de

la zona pelagica de los lagos (Elias-Gutiérrez, 1998).

Los rotiferos se alimentan de una gran variedad de organismos y el tipo de alimento
elegido depende de varios factores, algunos géneros de rotiferos como Brachionus,
Lecane, Lepadella entre otros se alimentan de particulas que tienen un tamafo de
hasta 20 um incluyendo microalgas, bacterias y detritus, ademas de que existe relacion
entre el tamafo de los rotiferos y el tamafio de las particulas consumidas (Nogrady,
2006; Sarma, 1991). Sus dinamicas y abundancias son controladas por la temperatura

y la densidad de alimento, diferentes estudios (Pavon-Meza, et al., 2004; Edmonson,



1965; Sarma, et al.,, 1999) han demostrado que un incremento en la temperatura
acelera la eclosion de huevos, reduce la edad de reproduccion y algunas otras variables
(Sarma y Nandini 2002). Las poblaciones de rotiferos no muestran consistentes
dinamicas poblacionales y cada individuo tiene su propio patrén de crecimiento

poblacional y declina (Nogrady, 2006).

En cuanto a la densidad de alimento las respuestas de los rotiferos pueden ser muy
amplias, pero usualmente un incremento en la densidad de alimento causa un
incremento en la produccion de huevos y por otro lado reduce la longevidad, en general
los miembros de la familia Brachionidae estan bien adaptados al consumo de alga
verde (Sarma y Nandini 2002). Los rotiferos muestran una alta tasa de ingestion y

pueden consumir cada 2 horas lo equivalente al tamano de su cuerpo (Nogrady, 2006).

La mayoria de las especies planctonicas de rotiferos son caracteristicos por tolerar y
poder reproducirse en un amplio rango de temperatura. Es dificil determinar el efecto de
la temperatura en un individuo o poblaciones naturales, ya que la temperatura influye en
otros factores como: cantidad de alimento y tipo de reproduccion (mictica o amictica)
los cuales afectan a los rotiferos, sin dejar de lado que la temperatura varia en tiempo y
espacio en los diferentes cuerpos de agua, ademas de que también existen otros
factores como la calidad del alimento y composicion genética (Nogrady, 2006;
Galkovskaja, 1987).

La influencia de la temperatura ha sido analizada usando datos de la literatura, de los
resultados de experimentacion y de poblaciones naturales. Incrementando la

temperatura de incubacién resulta un decremento en la tasa de desarrollo y una



reduccion en su longevidad. Los efectos de |la temperatura sobre las tasas de ingestion
de los rotiferos son ampliamente influenciados por la concentracién de alimento. En
consecuencia este factor también influye en la produccién secundaria de poblaciones
experimentales en diferentes temperaturas (Galkovskaja, 1987). Los analisis de
crecimiento poblacional del zooplancton pueden hacerse por cuantificacion del numero
de huevos que cargan las hembras. Haciendo mediciones del radio de los huevos que
cargan las hembras no solo es ampliamente usado para estimar los patrones de
fecundidad sino también para checar el estado de cultivos en masa, pero en la mayoria
de los estudios no se usan estas variables por su dificultad para obtener los datos

especialmente en especies no planctonicas (Pavon-Meza, et al., 2004).

El uso de alga almacenada para la alimentacion de zooplancton presenta algunos
problemas, por ejemplo, una de las mejores formas de almacenar el alga es congelarla,
durante este proceso las células algales llegan a endurecerse aun después de
descongeladas, varias especies de zooplancton, especialmente los rotiferos
(Brachionus calyciflorus) no crece bien con alga descongelada (Pavon-Meza, et al.,
2001). Un segundo método es el secado del alga, algunas veces cuando se agrega al
medio el alga en polvo flota y queda atrapado en la superficie del medio el cual no es
facilmente aprovechado por los rotiferos. Otro proceso es para almacenar el alga es
matar por calor (hervirlas) las células y durante el calentamiento su calidad nutricional

puede variar (Brown 1995).

Particularmente el genero Brachionus ha sido muy estudiado en condiciones de

laboratorio y en condiciones de campo (Dumont, 1977). El papel de Brachionus



alimentado con detritus no es bien conocido en gran parte, generalmente en los
estudios de laboratorio se emplea alga mas que detritus para mantener los cultivos de
rotiferos y esto se debe a que la calidad nutricional del alga puede ser mantenida, la
cuantificacion de alga es mas sencilla y el tamano de las particulas se mantiene
constante, por esto es que relativamente pocos estudios se han enfocado en usar

detritus para la alimentacién de rotiferos (Pourriot 1977).

La importancia de los rotiferos contrasta enormemente con su pequeno tamafo, pues
se integran dentro de las cadenas troficas como consumidores primarios y son
responsables en gran medida de la productividad secundaria de cualquier sistema
acuatico. Un factor de gran importancia de los rotiferos es que son el alimento vivo
primario en el crecimiento de larvas de peces de 6-7 mm de longitud seguido por
cladéceros y copépodos (Sarma, 1985), la calidad nutricional de los rotiferos es de
principal importancia para la alimentacion de estas larvas (Sarma, 1991). Esto significa
que se convierten en uno de los eslabones fundamentales entre los productores
primarios (el fitoplancton) y los consumidores secundarios (los peces). Brachionus
plicatilis, que fue utilizada como alimento vivo con un rotundo éxito en la alimentacion
de la etapa mas critica en el cultivo de peces, la alimentacién de juveniles, cuya boca es
tan pequena que no permite cualquier tipo de alimento, ademas de que este debe ser
rico en proteinas, vitaminas y minerales (Elias-Gutiérrez, 1998). Entre varias especies
de Brachionus, encontramos B. angularis, B. rubens y B. patulus que son muy comunes
en México y es muy bien conocido su crecimiento con alga como Chlorella vulgaris

(Fernandez-Araiza, et al., 2005; Pavon-Meza, et al., 2001).



Hasta hoy la metodologia mas aceptada para la produccion de rotiferos en condiciones
de cultivo masivo consiste en mantener por separado los cultivos de rotiferos y de alga
en volumenes determinados, pero se ha comprobado que la produccién intensiva de
algas vivas constituye sin duda una carga pesada de gastos, por lo que actualmente las
técnicas acuaculturales tienden a obtener los mejores rendimientos en la produccion, a
los menores costos (Snell, 1991). No se sabe si la respuesta de estas especies de
rotiferos es similar cuando se cultivan con C. vulgaris viva, congelada o hervida,
ademas de que existe muy poca informacion respecto al uso de Selenastrum
capricornutum como alimento vivo para rotiferos, por esto es que en este estudio se
busca analizar el efecto de distintas concentraciones de alga (C. vulgaris) viva y muerta

y S. capricornutum sobre el crecimiento poblacional de los rotiferos.

Chlorella vulgaris es una microalga unicelular de forma esférica de aproximadamente 5
um. C. vulgaris fue una de las primeras algas aisladas y desarrolladas en cultivo puro, y
actualmente se ha demostrado que es facil de cultivar pues sirven como alimento vivo

para diversos organismos, entre ellos los rotiferos (Tavera, 2004).

El grosor y tamafo de su pared celular, también son caracteristicas importantes ya que
suelen estar relacionados con su digestibilidad y calidad nutritiva (Tavera, 2004),
estudios recientes han demostrado que algas muy nutritivas como C. vulgaris y S.
capricornutum tienen elevados contenidos de acidos grasos (Tavera, 2004; Pefa,
2003). El uso de microalgas verdes es muy comun, ya que es muy facil de cultivar en

condiciones de laboratorio. Los alimentos utilizados en este trabajo, fueron



seleccionados por las siguientes caracteristicas: C. vulgaris y S. capricornutum tienen la
cualidad de ser facilmente cultivables, un tamano adecuado (4-6 um) para que los
rotiferos puedan consumirla, taxonédmicamente son una especie conocida y se han
utiizado como organismos para el cultivo y la evaluacion de trabajos ecolégicos,
normalmente no presentan mecanismo de defensa contra sus depredadores, ademas
son algas muy comunes en los cuerpos de agua y en ausencia de zooplancton

alcanzan grandes abundancias (Flores-Burgos, et al., 2003).

La concentracion de alimento tiene un efecto directo sobre la densidad poblacional,
donde un incremento en la disponibilidad de alimento resultaria en la aparicién de un
mayor porcentaje de rotiferos cargando mas de un huevo amictico (Sarma, 1991), es
importante mencionar que la edad del alga afecta la tasa de alimentacion ya que un
alga que ha permanecido largo tiempo en almacén comienza a producir toxinas

(Nogrady, 2006).

El género y la especie de Selenastrum capricornutum fueron modificados formalmente a
Pseudokirchneriella subcapitata (Hindak, 1990); sin embargo, para mantener
consistencia con la literatura que la refiere, se empleara en este trabajo su nombre
original. S. capricornutum es un alga verde unicelular de 5 um que tiene forma de media
luna, son mas largas que gruesas y se curvan frecuentemente (Comas, 1996), puede
encontrarse en sistemas acuaticos epicontinentales eutréficos u oligotréficos,
perteneciente a la clase Chlorophyceae (Linton y Goulder, 1998). Es usada como

alimento vivo en cultivos de zooplancton que son usados como alimento para larvas de



pez en acuacultura (Price, et al., 1990), es mas comunmente usada como biomonitor
para determinar los niveles de nutrientes o toxicos en ambientes dulceacuicolas, esta
especie es sensible a la presencia de toxinas y puede alertar sobre cambios en las
condiciones del agua antes de que un problema llegue a ser excesivo (Fairchild, et al.,

1997; Ellison y Brett, 2006; Linton y Goulder, 1998).



Il. ANTECEDENTES

Yufera y Navarro en el afio 1995 evaluaron los parametros de crecimiento
poblacional de dos variedades de Brachionus plicatilis alimentado continuamente
con cuatro especies de microalga (Nannochloropsis oculata, Nannochloropsis
gaditana, Nannochloris oculata y Tetraselmis suecica) las cuales fueron
sometidas a pulverizacién con una técnica llamada frezze-dried cambiando las
concentraciones cada dia. Los cultivos mostraron una fase lag corta, una fase de
crecimiento exponencial y una larga fase de crecimiento posexponencial con lo
gue concluyeron que el mejor crecimiento fue obtenido con Nannochloropsis
oculata.

King y Miracle, en 1980 sefialan que los estudios sobre la dinamica poblacional
en rotiferos permiten analizar, bajo condiciones experimentales, el efecto de
componentes ambientales tales como alimento, temperatura, depredacion,
competencia y pH, entre otros, sobre el aprovechamiento de los recursos o el
efecto de condiciones adversas para el desarrollo de una poblacion.

Pavon-Meza, et al., en 2001 determinaron las variables de crecimiento
poblacional de Brachionus calyciflorus y Brachionus patulus utilizando diferentes
densidades (0.5 x 10°%, 1.5 x 10° y 4.5 x10° cels/ml™) de Chlorella vulgaris viva y
muerta (congelada y muerte por ebullicion), en el cual concluyen que Chlorella
congelada no es efectiva para obtener un buen crecimiento poblacional sobre
Brachionus calyciflorus en comparacion con alga hervida o el alga viva las cuales

tuvieron valores semejantes.



Enriquez, et al., en el afio 2003 evaluaron el patron de crecimiento poblacional
de seis especies de zooplancton de los cuales tres eran rotiferos: Brachionus
macracanthus, Lecane quadridentata y Platyias quadricornis a diferentes niveles
de alga (de 0.5 a 1.6 x 10° cels/mI™) Chlorella vulgaris viva, Chlorella vulgaris
muerta por ebullicion, levadura (Saccharomyces cerevisiae) y detritus colectado
del campo, encontrando que entre los rotiferos Brachionus macracanthus y
Lecane quadridentata tenian tasas de crecimiento muy similares sobre Chlorella
vulgaris viva y muerta, mientras Platyias quadricornis crecia mejor con detritus.
Stemberger y Gilbert en 1985 evaluaron el crecimiento poblacional y el tamafio
del cuerpo de ocho especies de rotiferos planctonicos (Synchaeta pectinata,
Keratella crassa, K. cochlearis, Brachionus calyciflorus, Asplanchna priodonta,
Synchaeta oblonga, K. earlinae, y Polyarthra remata) en base a diferentes
concentraciones de alimento que van de 1 a 11 pg/ml* con diferentes tipos de
presas (Cryptomonas ovata, Cryptomonas erosa, Cryptomonas reflexa,
Rhodomonas minuta, y Cryptomonas sp). Dependiendo del rotifero a estudiar,
ellos encontraron que habia una relacién positiva entre la masa del cuerpo de los
rotiferos y la maxima tasa de crecimiento poblacional porque la especie mas
pequefia tiene la mas baja concentracién umbral de alimento.

Flores-Burgos, et al., en el 2003 evaluaron el crecimiento poblacional de 4
especies de zooplancton de los cuales dos fueron Brachionus calyciflorus y
Brachionus patulus, alimentados con Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus
en diferentes proporciones para lo cual los rotiferos presentaron mejor

crecimiento con Chlorella que con Scenedesmus y con una mezcla de ambas y



en general Chlorella resulto superior sobre las variables observadas, en general
B. patulus crecié mejor.

Sarma, et al.,, en 2001 evaluaron el efecto de tres tipos de alimento sobre el
crecimiento poblacional de Brachionus -calyciflorus y Brachionus patulus
alimentados con C. vulgaris, levadura (Saccharomyces cerevisae) y una mezcla
de ambos en la misma proporcién a dos concentraciones (1 x 10% y 3 x 10°
cels/ml™) y encontraron que una dieta de Chlorella sola pudo soportar un mas
alto crecimiento poblacional de ambas especies que la levadura sola, teniendo el
mas alto crecimiento poblacional a una concentracion de 3 x 10° cels/ml?,
mientras que el alimento mezclado no presento mejores resultados que el uso de
C. vulgaris sola.

Rothhaupt en 1990a evalué la tasa de aclaracion y la tasa de ingestion de tres
especies de rotiferos (Brachionus angularis, Brachionus calyciflorus y Brachionus
rubens) alimentados con siete especies de alga (Chlorella minutissima,
Synechococcus elongatus, Monoraphidium minutum, Chlamydomonas reinhardii,
Chlamydomonas sphaeroides, Cyclotella meneghiniana y Micractinium pusillum)
para determinar las preferencias alimenticias en cuanto a tamafo y forma del
alimento encontrando que las preferencias alimenticias estan relacionadas con el
tamafio asi, Brachionus angularis prefiere particulas menores a 5 um, Brachionus
rubens prefiere particulas que miden aproximadamente 5 pum y Brachionus

calyciflorus prefiere particulas que su tamafio oscilan en las 10 pum.

Rothhaupt en 1990b evalué la tasa de ingestién y de aclaracion de Brachionus

rubens y Brachionus calyciflorus alimentados con seis microalgas de distintos



tamafios: Chlorella minutissima (2um),  Monoraphidium minutum (3.5um),
Chlamydomonas reinhardii  (6um), Cyclotella meneghiniana (8.5um),
Chlamydomonas sphaeroides (12um) y Micractinium pusillum (18um) para
determinar la preferencia alimenticia en cuanto a tamafio y concentracion de
alimento usando cuatro concentraciones de cada alga (0.5, 1, 2.5 y 5 mg/l™)
encontrando que las tasas de aclaracion disminuyen constantemente con la
concentracion de alimento, las tasas de ingestibn maximas era mas bajas que
aquellas para particulas pequefias y las tasas de ingestibn decrecieron
uniformemente en altas concentraciones de particulas grandes.

Sarma, et al.,, en 1999 evaluaron el crecimiento poblacional de Brachionus
calyciflorus en relacién a cuatro diferentes concentraciones (1x 10° a 8 x 10°
cels/ml™) del alga Dictyosphaerium chorelloides a 25°C de lo cual encontraron
gue en la menor concentracion la poblacién no sobrevivia después de tres dias y
la tasa de crecimiento poblacional era mas alta (r=0.91) en la concentracion de 8
x 10° cels/ml™,

Brito, et al., en 2006 evaluaron la tasa de filtracién e ingestion de Simocephalus
vetulus (Cladocera) alimentado con Chlorella vulgaris y Selenastrum
capricornutum a ocho concentraciones que iban de 0.04 x 10° cels/mI™* a 5 x 10°
cels/ml* y encontraron que los tratamientos donde la densidad alimenticia que
se ofrecié fue entre 3 y 5 x 10° cels/mI* tenfan las tasas de ingestién mas
elevadas, mientras que las tasas de filtracion mas altas se obtuvieron en las

concentraciones de alimento menores, en cuanto al tipo de fitoplancton se



encontré que Simocephalus vetulus filtro mayores volimenes de agua cuando se
alimento con Chlorella vulgaris.

Sarma y Nandini en el 2002 evaluaron el crecimiento poblacional, tabla de vida y
demografia de Brachionus macracanthus y Platyias quadricornis alimentados con
cinco diferentes densidades de Chlorella vulgaris (de 0.5 a 4 x 10° cels/mI™) en el
cual concluyeron que habia diferencias en las variables de historia de vida e
incrementaba la abundancia al incrementar la densidad de alimento de ambas
especies de rotiferos basado en los parametros estudiados.

Pavon-Meza, et al., en el 2004 evaluaron el efecto combinado de concentracion
de alimento de C. vulgaris (0.5 x 10°% 1 x 10° y 2 x10° cels/ml™) y diferentes
temperaturas (15°C, 20°C y 25°C) en el crecimiento de Brachionus havanaensis
encontrando que un incremento en la concentracion de alimento provoca un
incremento en el crecimiento poblacional y encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la interaccion entre ambos parametros.

Price, et al., en 1990 evaluaron la tabla de vida de Daphnia pulex alimentado con
S. capricornutum y un suplemento organico a base de levadura a varias
concentraciones que iban de 0.015 a 0.15 x 10° cels/ml*, encontrando que al
incrementar las concentraciones de alga se incrementaba la produccion de
neonatos y la alga almacenada por mas de cinco semanas no tenia efecto sobre
la producciéon de neonatos en Daphnia pulex.

Zarattini y Mura en 2004 evaluaron los efectos del tipo de alimento sobre el
crecimiento en longitud y peso, diferenciacibn sexual y sobrevivencia de

Chirocephalus ruffoi (Anostraca) alimentado con Selenastrum capricornutum,



Saccharomyces cerevisiae y levadura enriquecida con lipidos a una
concentracién de 0.01 x 10° cels/mlI* encontrando que existen diferencias sobre
la talla y la sobrevivencia dependiendo del alimento.

Bajo la hipétesis de que los bivalvos son capaces de seleccionar su alimento y
en cuanto a dietas con alimento vivo y muerto Brillant y MacDonald en el 2002
cuantifican la cantidad de clorofila a, carbén y nitrégeno en las células vivas y
muertas de una especie del genero Chlorella sobre el crecimiento de
Placopecten magellanicus al cual realizaron un analisis fecal para observar que
tipo de alimento preferia, y como conclusiones aseguran que puede escoger su
alimento prefiriendo células vivas.

En un trabajo sobre acuacultura Rottman et al en el afio de 1991 evaltan el
efecto de tres dietas de alimento vivo (Brachionus rubens, Panagrellus sp. y
nauplios de Artemia salina) y dos dietas de alimento seco para cultivo intensivo
de carpas (Ctenopharyngodon idella y Hypophthalmichthys nobilis) en el cual
encontraron que después de tres semanas las larvas alimentadas con

Brachionus rubens fueron mas largas y mas pesadas.



I1l. JUSTIFICACION

La importancia de los rotiferos se debe a que juegan un papel esencial en el ciclo de
produccion de los sistemas acuaticos, tanto por ser filtradores y estar en estrecha
relacion con los productores primarios como por su relacibn con otras poblaciones
dentro de los cuerpos de agua, ademas de que muchas especies se alimentan
principalmente de detritus y bacterias que, consecuentemente, les permite ser

independientes de la produccidn fitotrofica.

Por otro lado actualmente la acuacultura ha llegado a ser uno de los componentes
importantes de la biotecnologia, donde los aspectos de alimentacién y produccién de
larvas se han convertido en los mayores requerimientos para una acuacultura exitosa,
sin embargo, aunque el cultivo de rotiferos se ha desarrollado adecuadamente para la
alimentacion de especies marinas desde hace muchos afios, los rotiferos
dulceacuicolas estan empezando a ser utilizados extensivamente como alimento de
peces de agua dulce en lugar de los conocidos nauplios de Artemia, pues se ha visto
que éstos viven un maximo de seis horas en agua dulce y su descomposicion
contribuye a aumentar la carga de materia organica en los estanques, con lo que se
contamina el agua con bacterias que utilizan el oxigeno disuelto y a la vez pueden ser
patdgenas. Sin embargo, del gran nimero de especies de rotiferos dulceacuicolas que
se conocen, sélo algunas especies de Brachionus han sido cultivadas para utilizarlas
como alimento vivo, ademas el alga usada para el cultivo de estos organismos no esta
disponible del mismo modo durante todo el afio debido a las condiciones ambientales,

por lo que es necesario saber cual método de conservacion de alga (muerte celular por



ebullicion o muerte celular por congelamiento) proporciona un mayor crecimiento de los
rotiferos, ademas en la mayoria de los estudios se usa C. vulgaris o0 Scenedesmus
acutus para la alimentacion de los rotiferos, es por esto que no es bien conocido como
estas tres especies de rotiferos muestran variaciones bajo diferentes concentraciones

de S. capricornutum que tiene caracteristicas muy similares a C. vulgaris.



V. HIPOTESIS

Debido a que los rotiferos son organismos filtradores presentan una gran sensibilidad
hacia la concentracion y forma del alimento presente en el medio, por lo que en este

trabajo, se espera que la respuesta del cultivo de B. angularis, B. patulus y B. rubens:

e Tenga una relacion directa entre la concentracion de alimento y el crecimiento

poblacional de los rotiferos.

e Sea un crecimiento positivo con el alga hervida y congelada en el supuesto de que

aportan nutrientes para los rotiferos

e Tenga un crecimiento poblacional al utlizar la microalga (Selenastrum
capricornutum), ya que tiene caracteristicas nutricionales semejantes a Chlorella

vulgaris



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum sobre el
patrén de crecimiento poblacional de los rotiferos Brachionus rubens, Brachionus

angularis y Brachionus patulus.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Comparar los patrones de crecimiento poblacional de los rotiferos

alimentados con S. capricornutum y C. vulgaris.

e Determinar la abundancia maxima de las especies seleccionadas usando
diferentes concentraciones del alga seleccionada.

e Comparar la tasa de crecimiento poblacional de las especies seleccionadas
bajo diferentes concentraciones de alga.

e Determinar el efecto de diferentes concentraciones de alimento sobre el
crecimiento poblacional de los rotiferos.

e Determinar la concentracion umbral para las especies de rotiferos

seleccionadas.



VI. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cepas de Brachionus rubens y Brachionus patulus mantenidas en
laboratorio, las cuales fueron aisladas de los canales de Xochimilco (D.F.). y de
Brachionus angularis aislado del Lago Tezozomoc (D.F.) Para el desarrollo de los
experimentos, los rotiferos se mantuvieron con las algas C. vulgaris y S. capricornatum
cultivadas y cosechadas en el laboratorio (ver anexo 1).

El experimento se realizo en dos etapas; en la primera, se compararon dos algas vivas
(S. capricornatum y C. vulgaris) para las cuales se plantearon 3 concentraciones (0.5 x
10°%, 1 x 10° y 2 x 10° cel/ml). En la segunda etapa, se compararon dos formas de
preservacion del alga Chlorella vulgaris, las cuales consistieron en matar las células por
ebullicion en agua destilada y por congelamiento con un control de alga viva, para las
cuales se determinaron 3 concentraciones (0.065 x 10°% 0.125 x 10° y 0.25 x 10°
cels/ml). Ver figura 1. La densidad de alga utilizada se obtuvo por series de dilucién, a

parir de un stock cuya densidad se conto con hematocimetro.

Lamina 1. Brachionus angularis.

El experimento se llevo a cabo en vasos transparentes de 50 ml conteniendo 25 ml de
medio EPA (ver anexo 3), en cada uno de ellos se introdujeron 25 individuos a una

temperatura de 23 £ 1°C. Todos los rotiferos se contaron individualmente y se



introdujeron inicialmente con la ayuda de una pipeta pasteur con bulbo y un microscopio
estereoscopico (Nikon),
Para la primera etapa de la experimentacion se usaron 72 vasos (3 especies de

rotiferos X 2 especies de alimento x 3 concentraciones de alimento x 4 replicas).

1 08irm

Lamina 2. Brachionus rubens.

Para el conteo de los rotiferos, se tomaron 2 alicuotas de 1 ml por vaso cuando la
densidad poblacional era mayor a 200 individuos con una micropipeta de 5ml (de las
que se saco el promedio) y se llevo un registro de los rotiferos vivos cada dia. El medio
EPA (ver anexo 3) fue reemplazado completamente todos los dias con la concentracion
de alimento apropiada. Las observaciones se terminaron sobre 2 y 3 semanas
dependiendo del patrén de crecimiento de las especies.

En la segunda fase de experimentacién se utilizo un total de 108 vasos (3 especies de
rotiferos X 3 presentaciones de alimento x 3 concentraciones de alimento x 4 replicas),
que fueron examinados diariamente.

El modelo para estimar la tasa de crecimiento poblacional fue el siguiente:
r=(InNNt-InNo)/t. Donde: r=tasa de crecimiento poblacional, No=densidad inicial,

Nt=densidad final, t=tiempo en dias (Nogrady, 1993).



El método estadistico utilizado fue el analisis de varianza (ANDEVA) de 2 factores y

prueba de F para las variables: abundancia maxima y tasa de crecimiento poblacional.

I20um

Lamina 3. Brachionus patulus.

Mantenimiento de los cultivos de rotiferos
Se mantuvieron las especies por separado, en vasos de precipitado de 500 ml. de

capacidad, conteniendo aproximadamente 450 ml. de medio EPA y una concentracion
de alga de entre 1 X 10° cels.ml™ y 2 X 10° cels.ml”" temperatura de 23 + 1°C, luz
continua, pero difusa; y el pH se mantiene entre 7.5 y 8.0. Tres veces a la semana se
realizan cambios totales del medio, desechando el medio en el que se encuentran
I6ricas, individuos muertos, organismos descomponedores y materia organica que
pueden ser fuente de contaminacion; para lo cual se filtraron los rotiferos con una malla
de 50um en una red cilindrica, con diametro de 8.0 y altura de 6.0 cm., posteriormente
se depositaron en el nuevo medio correspondiente, tratando de causar el menor dafio

posible a la poblacién (Sarma, 1991).



Lamina 4. Células de Selenastrum capricornutum (lzquierda) y células de Chlorella

vulgaris (Derecha)



DIETAS

B. angularis B. rubens B. patulus
Primer Disefio Segundo disefio
C. vulgaris S. capricornutum C. vulgaris C. vulgaris C. vulgaris
viva congelada hervida

-0.5 x 10° cels/ml™’
-1 x 10° cels/ml™
-2 x 108 cels/ml”’

—

-0.0625 x 10° cels/ml™”
-0.125 x 10° cels/ml’
- 0.25 x 108 cels/ml”

4 Repeticiones

Conteo diario de organismos
durante 14 y 21 dias dependiendo
del patron de crecimiento

Analisis estadistico, graficas de crecimiento

poblacional, graficas de abundancia méaxima,
tasa de crecimiento poblacional, ANDEVAy
prueba de F.

Figura 1. Disefio experimental




VIl. RESULTADOS

Brachionus angularis
La figura 2 muestra que el crecimiento poblacional de B. angularis es afectado por la

concentracién de alimento ya que al incrementar la disponibilidad de este la poblacion
se incrementa, se puede observar que a pesar de ser curvas semejantes al alimentar a
los rotiferos con C. vulgaris la curva de crecimiento obtuvo un incremento mas
tempranamente que al ofrecer S. capricornutum, también se puede observar que a la
concentracion de 2 x 10° cels/mI* B. angularis logro mantener su poblacién a una

densidad alta.

Independientemente del tipo de alga al incrementar la disponibilidad de alimento
incrementd la abundancia méxima de B. angularis (figura 3), a una concentracion de 0.5
B. angularis llego a 50 ind/mlI* con C. vulgaris siendo este el valor mas bajo, pero
cuando el alimento incremento a 2 x 10° cels/ml™ el pico de este rotifero fue de 178
ind/ml™  valores muy similares al alimentar esta especie con S. capricornurum.
Estadisticamente el tipo de alga y la interaccion con la densidad de alga no tuvo un
efecto significativo (p>0.05 prueba de F, tabla 1, ANDEVA) sobre la abundancia

maxima, sin embargo la densidad de alga si tuvo (p<0.001).

La tasa de crecimiento poblacional (figura 4) también mostré una tendencia de acuerdo
a las densidades maximas, Independientemente del tipo de alga y su concentracion la r
de B. angularis vario entre 0.46 y 0. 65 (Tabla 2), en general hubo un incremento enlar

con el incremento en la disponibilidad del alga, de esta manera cuando la densidad de



alga es 0.5 el r de B angularis fue de 0.46 a 0.53 por dia, pero cuando la densidad de
alga aumento la tasa también subié hasta 0.65 por dia, estadisticamente la densidad de
alga fue significativa (p<0.001), pero no el tipo de alga ni su interaccion (p>0.05 prueba

de F, tabla 2, ANDEVA).

Las curvas de crecimiento poblacional de B. angularis (figura 5) bajo diferentes
concentraciones de alimento (0.065 x 10° 0.125 x 10° y 0.25 x 10° cels/ml™) muestran
que la densidad poblacional se incremento en relacion a la densidad de alimento,
independientemente de la forma de la dieta suministrada (C. vulgaris viva, hervida o
congelada). De acuerdo a la figura una concentracién de 0.0625 x 10° cels/mI™* de C.
vulgaris permiti6 mantener una poblacion de B. angularis, sin embargo, incrementando
la disponibilidad de alimento a una concentracién de 0.25 x 10° cels/ml* la densidad

poblacional se incremento drasticamente.

Los valores de maxima densidad variaron dependiendo la concentracion y tipo de
alimento. El valor mas alto de densidad maxima de la poblacién que se muestra en la
figura 6 fue alrededor de 40 ind/ml que corresponde al tratamiento de alga viva a una
concentracién de 0.25 x 10° cels/ml™, mientras que el valor mas bajo es de 0.4 ind/ml
que corresponde al alga congelada a la menor concentracion, las diferencias
estadisticas encontradas corresponden la forma del alga (p<0.05) y a la densidad del
alga (p<0.001, prueba de F, tabla 3, ANDEVA), mientras que la interaccion no tuvo

diferencias (p>0.05).



La tasa de incremento poblacional por dia (figura 7) varié de -0.12 a 0.28 para el alga
congelada, para el alga hervida de 0.02 a 0.28, para el alga viva fue de 0.13 a 0.41,
siendo este Ultimo dato el mas alto para todos los tratamientos. Estadisticamente la

forma, la densidad del alga (p<0.001) y su interaccion (p<0.05, prueba de F, tabla 4,

ANDEVA).
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Figura 2. Crecimiento poblacional de B. angularis alimentado con diferentes concentraciones de
Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum. Los promedios y el error estandar estan

basados en cuatro replicas.
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Figura 3. Maxima densidad poblacional alcanzada por B. angularis en relacion a diferentes

concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Los valores representan el promedio +

error estdndar basado en cuatro réplicas.

Tabla 1. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la maxima densidad poblacional
alcanzada por B. angularis alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris y S.
capricornutum. Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de

cuadrados; F = F-radio, ns = no significativo (p>0.05), *** = Altamente significativo (p<0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B. angularis

Especie de alga (A) 1 313.1 313.2 0.58ns
Densidad del alga (B) 2 43157.1 21578.4  40.64***
Interaccion de A X B 2 940.8 470.4 0.88ns

Error 18 9564.9 531.4
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Figura4. Tasa de crecimiento poblacional por dia de B. angularis en relacién con diferentes

concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Los valores representan el promedio +

error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 2. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la tasa de crecimiento poblacional de B.
angularis alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris y Selenastrum
capricornutum. Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de

cuadrados; F = F-radio, ns = no significativo (p>0.05), *** = Altamente significativo

(p<0.001).

Fuente de Variacion Gl SC SM F

B. angularis

Especie de alga (A) 1 0.0007 0.0007 2.14ns
Densidad del alga (B) 2 0.0855 0.0427 128.34***

Interaccion de A X B 2 0.0019 0.0009 2.9ns




Error 18 0.006 0.0003
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Figura 5. Crecimiento poblacional de B. angularis alimentado con diferentes concentraciones de
Chlorella vulgaris viva, congelada y hervida. Los promedios y el error estandar estan

basados en cuatro replicas.
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Figura 6. Maxima densidad poblacional alcanzada por B. angularis en relacién con diferentes
concentraciones de C. vulgaris viva, hervida y congelada. Los valores representan el promedio

+ error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 3. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la maxima densidad alcanzada por de
B. angularis alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris en forma viva, hervida y
congelada. Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados;
F = F-radio, ns = no significativo (p>0.05), ** = Muy significativo (p< 0.005), *** = Altamente
significativo (p< 0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B. angularis

Presentacion del alga (A) 2 810.60  405.30  4.925**
Densidad del alga (B) 2 3682.30 1841.15 22.375***
Interaccion de A X B 4 649.37 162.34 1.972ns

Error 27 2221.68 82.28
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Figura 7. Tasa de crecimiento poblacional por dia de B. angularis en relaciéon con diferentes
concentraciones de C. vulgaris (viva, hervida y congelada). Los valores representan el

promedio * error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 4. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la tasa de crecimiento poblacional de B.
angularis alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris en forma viva, hervida y
congelada. Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados;

F = F-radio, * = Significativo (p< 0.05), *** = Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B. angularis

Presentacion del alga (A) 2 0.315 0.158 80.41***
Densidad del alga (B) 2 0.441 0.221 112.56***
Interaccion de A X B 4 0.023 0.006 2.88*

Error 27 0.053 0.002




Brachionus rubens
En la figura 8 se muestra que con S. capricornutum se tuvo un mayor crecimiento que

con C. vulgaris logrando mantener su poblacion a todas las concentraciones siendo
claro que al incrementar la densidad de alimento incremento la abundancia poblacional.
Se puede observar que al alimentar esta especie con C. vulgaris se logro la maxima
densidad mas tempranamente que al ofrecerles S. capricornutum a cualquier
concentracién, también es claro que a una concentracién de 2 x 10° cels/ml* de S.
capricornutum la poblacién logro mantenerse mas o menos estable a una alta densidad

poblacional.

Las densidades maximas de la poblacion para C. vulgaris y S. capricornutum se
presentan en la Figura 9, donde se observa que la maxima densidad usando C. vulgaris
es de 160 ind/mI™ a una concentracién de 2 x 10° cels/mI* , mientras que para S.
capricornutum fue de 200 ind/ml™*, a una concentracién de 2 X 10° cels/mI™, por otro
lado el valor mas bajo corresponde a C. vulgaris a una concentracién de 0.5 X 10°
cels/ml™®, encontrando que existen diferencias altamente significativas tanto entre las

variables, como en su interaccién (p < 0.001, Tabla 5, ANDEVA).

Las tasas de crecimiento poblacional varian entre 0.30 y 0.39 para C. vulgaris, de 0.2 a
0.40 para S. capricornutum, (Figura 10), donde se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las variables y entre su interaccion ((p < 0.005,

Tabla 6, ANDEVA).



Las curvas de crecimiento poblacional (figura 11) muestran que utilizando el alga en
forma congelada y hervida B. rubens apenas pudo mantener su poblacion limitando su
crecimiento, mientras que utilizando alga viva logro un crecimiento exponencial con
concentraciones desde 0.125 x 10° cels/ml®, y el crecimiento poblacional fue

directamente proporcional a la concentracién de alimento.

La figura 11 muestra que cuando se usa una baja densidad de alga B. rubens tiene un
valor muy por debajo (1.12 ind/ml™*) que en las otras concentraciones (0.125 x 10°y
0.25 x 10° cels/ml™*) con valores de 19 y 20 ind/ml*. Independientemente de la
concentracion de alimento el alga congelada y el alga hervida tuvieron menor densidad
maxima (figura 12) en comparacion con el alga viva, independientemente de la forma
del alga la abundancia maxima de B. rubens vari6 de entre 20 y 22 ind/ml™.
Estadisticamente encontramos diferencias altamente significativas con respecto al tipo

de alga, la densidad de alga y su interaccion (p<0.001, prueba de F, tabla 7 ANDEVA).

Las tasas de crecimiento poblacional varian entre -0.47 y 0.29 para alga viva, de -0.22 a
0.18 para alga hervida y de -0.11 a 0.21 para el alga congelada (Figura 13), donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la densidad y su
interaccion (p<0.001), pero no asi con respecto a la forma (p>0.05 prueba de F, tabla 8,

ANDEVA).
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Figura 8. Crecimiento poblacional de B. rubens alimentado con diferentes concentraciones de Chlorella

vulgaris y Selenastrum capricornutum. Los promedios y el error estandar estan basados en
cuatro replicas.
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Figura 9. Maéaxima densidad poblacional alcanzada por B. rubens en relacion con diferentes
concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Los valores representan el promedio +

error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 5. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la maxima abundancia de B. rubens
alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Gl = grados de
libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados; F = F-radio, ** = Muy

significativo (p< 0.005), *** = Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B .rubens

Especie de alga (A) 1 4414.2 4414.1 20.46***
Densidad del alga (B) 2 64611.8 32305  149.78***
Interaccion de A X B 2 1788 894 4.14**

Error 18 3882.3 215.7
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Figura 10. Tasa de crecimiento poblacional por dia de B. rubens en relacién con diferentes
concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Los valores representan el promedio +

error estdndar basado en cuatro réplicas.

Tabla 6. Resultados del analisis de varianza de dos factores de la tasa de crecimiento poblacional de B.
rubens alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Gl =
grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados; F = F-radio, ** =
Muy significativo (p< 0.005), *** = Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de Variacion Gl SC SM F

B. rubens

Especie de alga (A) 1 0.0088 0.0088 5.283**
Densidad del alga (B) 2 0.0884 0.0442 26.429***
Interaccion de A X B 2 0.0135 0.0067 4.04**

Error 18 0.0301 0.0016
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Figura 11. Crecimiento poblacional de B. rubens alimentado con diferentes concentraciones de

Chlorella vulgaris viva, congelada y hervida. Los promedios y el error estandar estan

basados en cuatro replicas.



w
o
!

Brachionus rubens

1 algaviva
alga hervida
alga congelada

N
(6]
]

[

[N
()]
]

10

ul
I

Maxima densidad poblacional (ind. ml'1)

2| S

0.5 1 2

o

Concentracion de alimento (x 10° cels/ml)

Figura 12. Méxima densidad poblacional alcanzada por B. rubens en relacién con diferentes
concentraciones de C. vulgaris viva, hervida y congelada. Los valores representan el

promedio * error estdndar basado en cuatro réplicas.

Tabla 7. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la maxima abundancia de B. rubens
alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris viva, hervida y congelada. Gl =
grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados; F = F-ratio, *** =
Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B. rubens

Presentacion del alga (A) 2 713.86 356.93 16.4***
Densidad del alga (B) 2 666.64 33332  15.32%**
Interaccion de A X B 4 42408  106.02  4.87***

Error 27 587.31 21.75
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Figura 13. Tasa de crecimiento poblacional por dia de B. rubens en relaciéon con diferentes
concentraciones de C. vulgaris viva, hervida y congelada. Los valores representan el

promedio * error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 8. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la tasa de crecimiento poblacional de B.
rubens alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris en forma viva, hervida y
congelada. Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados;

F = F-radio, ns = no significativo (p>0.05), *** = Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de Variacion Gl SC SM F

B. rubens

Presentacion del alga (A) 2 0.002 0.001 0.38ns
Densidad del alga (B) 2 0368  0.184  32.81***
Interaccion de A X B 4 0.719 0.180 32.07***

Error 27 0.151 0.005




Brachionus patulus
Al usar S. capricornutum a cualquier concentracion B. patulus apenas pudo mantener

su poblacién de lo cual obtuvimos valores similares independientemente de la
concentracion, mientras que al usar C. vulgaris logro un crecimiento exponencial a las
concentraciones de 1 y 2 x 10° cels/ml* (figura 14) donde la densidad de rotiferos

incremento al incrementar la concentraciéon de alimento.

La densidad méaxima obtenida fue de 172 ind/ml™ que corresponde a C. vulgaris a una
concentracién de 2 x 10° cels/ml™ (figura 15), siendo este valor muy superior a
cualquier otro tratamiento. S. capricornutum a una concentracién de 0.5 x 10° cels/ml*
fue el tratamiento, con el valor mas bajo (2.28 ind/ml™), las diferencias estadisticas que
se encuentran son altamente significativas entre las variables y su interaccion (p <

0.001, prueba de F, tabla 9, ANDEVA).

Los valores de la tasa de crecimiento poblacional por dia (figura 16) fueron de 0.15 a
0.24 para C. vulgaris, mientras que para S. capricornutum fueron de 0.03 a 0.12, las
diferencias significativas encontradas fueron entre la forma del alga y la interaccion de

las variables (p < 0.001), mientras que no hubo diferencias con respecto a la densidad

del alga (p < 0.05, prueba de f, Tabla 10, ANDEVA).

Las curvas de crecimiento poblacional (Figura 17) muestran que el suministrar alga
congelada no permitié el crecimiento de esta especie; mientras que con C. vulgaris

hervida apenas se pudo mantener la poblacién a una concentracién de 0.0625 x 10° y



0.125 x 10° cels/mI™; por otro lado el uso de C. vulgaris viva favorecié el crecimiento
poblacional en forma exponencial a una concentracién de 0.25 x 10° cels/ml™ en la cual

la densidad de rotiferos aument6 en relacion de la densidad de alimento.

Al observar los valores de maxima densidad (Figura 18), se encuentra que la maxima
densidad de 14.8 ind/mI* que corresponde a la concentracién de 0.25 X 10° cels.ml*
de C. vulgaris viva, siendo este tratamiento muy superior al de alga hervida o congelada
a cualquier concentracion, las diferencias que se presentan son altamente significativas

entre las variables y su interaccion (p < 0.001, prueba de F, tabla 11, ANDEVA).

Las tasas de crecimiento poblacional (Figura 19) por dia varian entre 0.10 y 0.22 para
alga viva, de 0.04 a 0.14 para alga hervida y de -0.08 a 0.10 para alga congelada,
siendo los valores del tratamiento con C. vulgaris congelada, los valores mas bajos. Se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las variables (p < 0.001),

pero no asi en su interaccion (p < 0.05, prueba de f, Tabla 12, ANDEVA).
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Figura 14. Crecimiento poblacional de B. patulus alimentado con diferentes concentraciones de
Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum. Los promedios y el error estandar estan

basados en cuatro replicas.
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Figura 15. Méaxima densidad poblacional alcanzada por B. patulus en relaciéon a diferentes

concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Los valores representan el promedio +

error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 9. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la maxima abundancia de B. patulus
alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Gl = grados de
libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados; F = F-radio, ** = Muy

significativo (p< 0.005), *** = Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B. patulus

Especie de alga (A) 1 30997.53 30997.53 210.04***
Densidad del alga (B) 2 16034.16 8017.08  54.32***
Interaccion de A X B 2 16062.44 8031.22  54.42***

Error 18 2656.4 147.58
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Figura 16. Tasa de crecimiento poblacional por dia de B. patulus en relacién con diferentes
concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Los valores representan el promedio +

error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 10. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la tasa de crecimiento poblacional de
B. patulus alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris y S. capricornutum. Gl
= grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados; F = F-radio,

ns = no significativo (p>0.05), *** = Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de Variacion Gl SC SM F

B. patulus

Especie de alga (A) 1 0102 0102  137%%
Densidad del alga (B) 2 0.003 0.001 2.38ns
Interaccion de A X B 2 0.017 0.008 11.77%**

Error 18 0.013 0.0007
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Figura 17. Crecimiento poblacional de B. patulus alimentado con diferentes concentraciones de C.

vulgaris viva, congelada y hervida. Los promedios y el error estdndar estan basados en

cuatro replicas.
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Figura 18. Maxima densidad poblacional alcanzada por B. patulus en relacion con diferentes
concentraciones de C. vulgaris viva, hervida y congelada. Los valores representan el

promedio * error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 11. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la maxima abundancia de B. patulus
alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris en forma viva, hervida y congelada.
Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de cuadrados; F = F-radio,

*** — Altamente significativo (p< 0.001).

Fuente de variacion Gl SC SM F

B. patulus

Presentacion del alga (A) 2 236.7 118.35 169.65***
Densidad del alga (B) 2 183.97 91.98 131.86***

Interaccion de A X B 4 51.79 12.94 18.56***
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Figura 19. Tasa de crecimiento poblacional por dia de B. patulus en relacién con diferentes
concentraciones de C. vulgaris (viva, hervida y congelada). Los valores representan el

promedio + error estandar basado en cuatro réplicas.

Tabla 12. Resultados del andlisis de varianza de dos factores de la tasa de crecimiento  poblacional
de B. patulus alimentado con diferentes concentraciones de C. vulgaris en forma viva,
hervida y congelada. Gl = grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SM = promedio de
cuadrados; F = F-radio, ns = no significativo (p>0.05), ** = Altamente significativo (p<
0.001).

Fuente de Variacion Gl SC SM F
B. patulus

Presentacion del alga (A) 2 0.1278 0.0639 49.68***




Densidad del alga (B) 2 0.1024 0.0512 39.83***
Interaccién de A X B 4 0.0063 0.0015 1.227ns

Error 27 0.0347 0.0012

VIIl. DISCUSION

Varios trabajos han demostrado que un incremento en la disponibilidad de alimento
causa un incremento en la densidad poblacional de varias especies de rotiferos, en
general la mayoria de las especies de rotiferos necesitan una densidad inicial minima
de 0.1 millén de células de C. vulgaris, bajo esta concentracion los rotiferos pueden

mantenerse a una densidad baja o pueden morir completamente (Walz 1983).

La concentracién umbral de B. angularis es aparentemente alrededor de 0.0625 x 10°
céls/ml™*, pero cuando aumenta la densidad de alimento hasta 0.25 x 10° céls/ml™* B.
angularis crecio en forma exponencial. Otros trabajos han demostrado que abajo del
nivel umbral la poblacién de zooplancton no crece y arriba del nivel umbral las especies
de zooplancton crecen con distintas fases de crecimiento, hecho que coincide con lo
seflalado por Lampert y Sommer (1997). La tasa de crecimiento poblacional de B.
angularis (0.41 — 0.63) concuerda con la de otros autores (Sarma et al. 2001; Walz,

1983) a concentraciones similares de alimento.

Sobre niveles 6ptimos, las oscilaciones en las poblaciones zooplanctonicas son
drasticas y algunas veces las poblaciones pueden llegar a un nivel minimo antes de
llegar a recuperarse. Por otro lado en poblaciones que son constantemente expuestas a

niveles suboptimos, alrededor del nivel umbral las oscilaciones son minimas (Sarma y



Rao 1987) como podemos ver esto mismo pasa con B. angularis a la concentracion
mas baja (0.0625 x 10° cels/ml™) y a B. patulus con C. vulgaris viva y hervida a la

misma concentracion.

B. rubens empezé a crecer con una baja concentraciéon de alimento de 0.0625 x 10°
céls/ml™*, pero cuando la concentracién de alimento se incremento hasta 0.25 x 10°
céls/ml™ la poblaciéon mostrd un gran incremento en su abundancia, varios trabajos
previamente han publicado que existen diferencias para diferentes especies de rotiferos
con respecto a las concentraciones umbrales. Este estudio nos sirve de forma

preliminar para apoyar los siguientes estudios sobre crecimiento poblacional.

La concentracion umbral de alimento a nivel de un individuo, es definido como la
energia interna que solamente permite los requerimientos metabolicos minimos
necesarios, haciendo imposible su reproduccion (Lampert y Sommer 1977). A nivel de
poblacion la concentracion umbral de alimento es definido como el minimo nivel de

alimento para mantener en cero la tasa de crecimiento (Stemberger y Gilbert, 1985).

Bennet y Boraas (1989) presentan la hipotesis de que existe una interrelacion entre la
energia que utilizan los organismos para su reproduccién, crecimiento y mantenimiento;
de tal forma que, cuando los recursos son limitados, debe haber un balance entre éstas
caracteristicas. Por ejemplo, si mas recursos son derivados hacia la reproduccion,
entonces necesariamente estard acompafiado de pérdida de recursos para el
crecimiento, mantenimiento o ambos. Tal vez es por esta razén, que de manera

significativa, en todos los tratamientos establecidos en el presente estudio,



independientemente de la forma de alga utilizada, en general, las tres especies
presentaron mayor densidad poblacional en base a la densidad del alimento

suministrado.

Stemberger y Gilbert (1985), quienes estudiaron la relacibn entre diferentes
concentraciones de alimento y la tasa de crecimiento para ocho especies de rotiferos
de diferente tamafio encontraron que existe una relacion significativamente positiva
entre el tamafo corporal y la tasa de crecimiento poblacional. Aclarando que las
especies pequefas tienen un nivel de alimentacion bajo, con lo que parecen estar bien
adaptadas a vivir en ambientes con escasez de alimento, mientras que las especies
grandes parecen estar restringidas a ambientes ricos en alimento, donde pueden
prosperar gracias a su alto potencial reproductivo; esto es evidente para B. angularis
que logro mantener su poblacién a una concentracién de 0.065 x 10° cels/ml*con

cualquier dieta lo cual no sucedid con B. patulus y B. rubens que son de mayor tamafo.

El alga congelada provoco un impacto negativo sobre el crecimiento poblacional de las
tres especies de rotiferos a una concentracién de 0.0625 x 106 cels/ml™* lo cual es
comparable con el trabajo realizado por Sarma et al. (2007) donde prueban la respuesta
de dos especies usadas en el presente estudio (B. angularis y B. patulus) a

concentraciones comparables.

Cuando ofrecemos un alga en buenas condiciones, los rotiferos muestran un
incremento en la abundancia poblacional al incrementar la disponibilidad de alimento en

el medio (Nandini et al., 2007). Esto fue observado para todas las pruebas de tres



especies de rotiferos en tratamientos con alga viva, de cualquier modo dependiendo la
forma en la cual es ofrecida el alga, esta puede llegar a no ser apropiada para un buen
crecimiento de los rotiferos. Usualmente el alga congelada llega a ser dificil de digerir y

asi las tasas de crecimiento de los rotiferos pueden ser mas bajas.

El hecho de que las tres especies presenten el mas bajo crecimiento poblacional
consumiendo alga congelada, se puede deber a la baja digestibilidad del alga, ya que
Becker (1986) sefala que C. vulgaris presenta 51% de digestibilidad cuando el alga es
secada por congelamiento y 77% cuando se hierve. Esto ha sido previamente mostrado
para dos especies de rotiferos (B. patulus y B. calyciflorus) a concentraciones distintas
a las usadas en el presente estudio (Pavon, 2000). En el presente estudio, la respuesta
de crecimiento poblacional al ofrecerles alga hervida o congelada fue diferente. Por
ejemplo el alga congelada promovié hasta cierto punto el crecimiento poblacional de B.
angularis y B. rubens principalmente bajo la mas alta concentracion de alimento
probada. Cuando ofrecimos C. vulgaris hervida se obtuvieron las mas bajas
abundancias poblacionales de B. angularis y B. rubens en comparacion con el alga
viva. Ademas las concentraciones de alimento también tuvieron un papel importante en
la interaccion con la forma de la dieta para soportar los crecimientos poblacionales de

las diferentes especies.

Enriquez et al. (2003) mencionaron que la calidad del alga disminuye al congelarla y
han mostrado que Scenedesmus acutus hervida tiene ligeramente niveles mas bajos de
nitrogeno y fosforo. Por otro lado con 2 especies de rotiferos (B. calyciflorus y B.

patulus) Pavon et al. en 2001 trabajaron algo similar donde muestran que C. vulgaris



congelada tuvo los valores mas bajos de tasa de crecimiento poblacional para B.

patulus lo cual concuerda con lo obtenido en el presente trabajo.

Es claro que la calidad nutricional de las dietas controlan la abundancia del zooplancton
(Sarma et al., 1998) y se ha visto que las limitaciones del aporte por las microalgas
puede ser, por algunos nutrientes esenciales como el nitrogeno o el fésforo o, de igual
importancia, el contenido celular de compuestos bioquimicos como aminoacidos, acidos
grasos o vitaminas. Dentro de las especies de microalgas que se han utilizado como
alimento, esta bien establecido que el uso de C. vulgaris incrementa la cantidad de
aminoacidos y proteinas que asimilan los rotiferos y claddceros pues la composicion en
% de materia seca de esta especie es 51-58 de proteinas, 14-22 de lipidos, 12-17 de

carbohidratos y 4-5 de acidos nucleicos (De Pavon, 2000).

Las densidades de alga probadas en el presente trabajo han sido utilizadas para
diferentes rotiferos plancténicos y no plancténicos, por ejemplo Nandini et al., (2007)
probaron el efecto de diferentes concentraciones de alga (0.025X10° a 1.5X10° cels/mI
1Y de C. vulgaris sobre el crecimiento poblacional de 5 especies de rotiferos y
encontraron que al incrementar la disponibilidad de alimento incrementaba la
abundancia poblacional de los rotiferos; sin embargo éstos autores solamente probaron
el alga viva y por lo tanto sus resultados no pueden explicar completamente las
desviaciones observadas con el alga muerta. Las densidades maximas de las especies
de rotiferos aqui probadas variaron dependiendo de la forma de la dieta y de la
densidad. De cualquier modo estos estan dentro del rango conocido para varias

especies de rotiferos bajo densidades de alga comparables (Nandini et al., 2007).



En lo que se refiere a las diferentes formas y especies de alga utilizadas, es importante
sefalar que se cultivo el alga con los mismos nutrientes y bajo las mismas condiciones
ambientales, el factor de calidad nutricional no es alterado; sin embargo, la respuesta
entre las tres especies fue diferente, lo que nos indica que sus habitos alimenticios son

diferentes en la naturaleza (Wallace, 1991).

Durante el desarrollo del presente trabajo, el empleo de Selenastrum capricornutum no
permitid un buen crecimiento de B. patulus, mientras que C. vulgaris como alimento
vivo, permitio el crecimiento adecuado, de las tres especies de rotiferos, esto se debe a
que son especies que presentan caracteristicas nutricionales adecuadas para el
crecimiento de zooplancton (Vega Quintero, 1997; Cooney, et al., 1992) y se han
utilizado exitosamente en trabajos anteriores (Sarma, et al., 1997; Sarma, et al., 1999;
Larios Jurado, 1999; Diaz et al. 2006). El tamafio de las particulas que se considera
adecuado para un crecimiento optimo en B. patulus se encuentra entre las 5 y las 10
um y las células de C. vulgaris y S. capricornutum presentan un diametro de 5 um, el
cual también es el tamafio apropiado para la alimentacion de otros braquidnidos de
menor tamafio como B. rubens y B. angularis (Routhhaupt, 1990b; Nandini et al., 2007),
ademas, cuando en el ambiente natural se presentan particulas alimenticias menores
al tamafo 6ptimo, las poblaciones de rotiferos tienden a disminuir la tasa de filtracion si
la concentracion de éstas aumenta, a su vez la tasa de ingestion aumenta en forma
lineal hasta un nivel maximo, el cual esta determinado por la tasa de almacenamiento y

la tasa de evacuacion intestinal y, por otro lado, cuando la concentracién de alimento es



baja, los individuos colectan y procesan un gran nimero de particulas sin interferencia

entre éstas.

Estudios concernientes al uso de S. capricornutum como alimento vivo para el
crecimiento de B. patulus no han sido publicados hasta ahora, los valores obtenidos
respecto a la densidad maxima son comparables con los de Sarma et al. (2001) Bajo
una similar densidad de alimento usada (1 x 106 cels/ml™) de C. vulgaris y reportan una
abundancia méaxima de 109 ind/ml™, de igual modo sucede con los valores de r donde
ellos reportan un valor de 0.19 + 0.01 a 0.37 = 0.01, mientras que en el presente estudio
fue de 0.13 £ 0.01 a 0.23 £ 0.006 dependiendo de la concentracion de alimento. Este
estudio muestra que C. vulgaris es mejor como alimento vivo comparado con S.

capricornutum para obtener un mejor crecimiento poblacional de B. patulus.

La respuesta de los rotiferos a diferentes dietas de alga es de interés no solo para
ecologistas acuaticos sino también en acuacultura. Por ejemplo, numerosos estudios
han sido realizados sobre el zooplancton usando diferentes microalgas de agua dulce a
diferentes proporciones, por ejemplo Flores-Burgos et al. (2003) probaron el efecto de
C. vulgaris y Scenedesmus acutus en diferentes proporciones sobre cuatro especies de
zooplancton incluyendo dos especies de rotiferos (B, calycilflorus y B. patulus) y dos

especies de cladoceros.

La maxima densidad poblacional a la que pueden llegar los rotiferos esta dada por
varios factores como: La digestibilidad, la calidad nutricional y la cantidad de las células

algales los cuales pudieron ser los factores que influenciaron los patrones de



crecimiento de los rotiferos mientras que los factores ambientales que afectan
mayormente la edad-especifica, sobrevivencia y reproduccion son la temperatura, la
calidad del alimento, la cantidad de alimento dotacion genética, y tipo de reproduccion

(Nogrady, 2006).

El zooplancton de agua dulce es ideal para evaluar el papel de los factores bioticos y
abidticos a nivel de poblacion porque tienen un corto ciclo de vida, plasticidad fenotipica
y se pueden cultivar facilmente en volimenes pequefios (Lampert y Sommer 1997).
Son pequeiios (entre 45um y 2.5mm), sensibles y rapidamente responden a cambios en
la calidad y la cantidad de alimento, ademas de que cambios en la concentracién de
alimento han sido ampliamente usados para interpretar variaciones estacionales de

zooplancton en la naturaleza en cuerpos de agua y lagos (Edmondson 1957).

La abundancia de alimento ejerce una mayor influencia sobre las dinamicas
poblacionales de los rotiferos en la naturaleza, esto es evidente debido a la tasa de
natalidad que crece después de la fertilizacion, ademas la cerrada relacion entre la
abundancia de alimento y la tasa de natalidad en cuatro lagos ingleses, por otro lado
diferentes especies de alimento tienen diferente efecto sobre la tasa reproductiva
(Edmondson, 1965), en este contexto Pourriot (1957, 1965) examino las respuestas de
varias especies de rotiferos alimentados con diferentes especies de alga. Usando el
namero de descendientes de cada individuo después de un periodo de entre 7 y 14 dias
como un indice del valor nutritivo y encontré que habia diferencias dependiendo de la
especie de alga probada. Los cultivos con mayor fertilidad eran aquellos que crecieron

con algas pequeiias y de forma simple. Ito (1955, 1957) encontré que el maximo



crecimiento en cuanto a calidad y cantidad de alimento han sido citadas varias veces
como los factores responsables o relacionados con la produccion de machos (King,

1967).

El alga muerta forma parte del detritus y asi llega a ser una importante fuente de
alimento para ciertos rotiferos en la cadena alimenticia detritica (Biddanda y Pomeroy
1988). El detritus en forma natural contiene bacterias ademas de materia organica en
descomposicion. Aunque los rotiferos se alimentan de bacterias y materia organica en
descomposicion en la naturaleza es dificil separarlos y por lo tanto la influencia del alga
muerta sobre el crecimiento poblacional de los rotiferos es menos clara (Dumont 1977).
En la naturaleza la disponibilidad del alga congelada es probablemente mas comudn
(Psenner y Sattler 1998) que el alga en forma hervida, con posible excepcion en
regiones termales o regiones de actividad volcanica (Sperling 1975). Algunas especies
del genero Brachionus son encontrados en lagos congelados y regiones termales
(Koste, 1978). Por lo tanto ofrecer alga en forma hervida y congelada a los rotiferos

probablemente no es completamente inusual.

Con base en la utilizacion de esferas saborizadas y sin sabor, Rothhaupt (1990a),
considera que en general, las especies de Brachionus son comedores "generalistas”
con escasa habilidad para discriminar alimento, por otro lado, Charoy (1995) describe la
presencia de mecano y quimiorreceptores entre los cilios pseudotroncales de rotiferos,
mencionando que cada receptor esta ligado directamente, 0 a través de un ganglio, al
cerebro, el cual enerva todos los musculos; por lo que la estimulacion de estas células

sensoriales por las particulas alimenticias, podria afectar la conducta natatoria de los



rotiferos y asi aumentar o disminuir su tasa de filtracion. Sin embargo no se sabe como
estos mecano y quimiorreceptores funcionan en la selectividad de alga viva y alga

muerta y si este factor es especie especifico o solo para género (Pavon, 2000).

Se propone estudiar el efecto de S. capricornutum hervida y congelada sobre las
mismas especies de rotiferos a concentraciones similares (0.5 x 10°, 1 x 10°y 2 x 10°
cels/ml™), ademas de establecer las concentraciones umbrales de B. angularis y B.
rubens ya que fueron las especies que tuvieron un buen crecimiento poblacional con el
uso de esta alga. Por otro lado seria interesante probar el efecto de S. capricornutum

con otras especies de rotiferos.



IX. CONCLUSIONES

Cuando los cultivos se mantienen en condiciones normales (alga viva), las tres
especies presentan crecimiento poblacional en relacion a la abundancia de
alimento, aunque el alga congelada no permite un buen crecimiento poblacional
de las especies, puede permitir el mantenimiento de la poblacion por 2 6 3 dias,

el cual puede usarse cuando no hay disponibilidad de alga viva.

Independientemente de la forma del alimento suministrado, la respuesta que
presentan los tres braquionidos respecto a la abundancia maxima para alcanzar
ésta, es diferente, ya que B. patulus alcanza mayores densidades en mas dias

que B. rubens y B. angularis.

Se encontraron diferencias en los rotiferos alcanzaron una densidad maxima
semejante cuando se alimentaron con Selenastrum capricornutum que cuando
se les suministro Chlorella vulgaris, con lo que concluimos que es buena para el

cultivo de estas especies.

La respuesta de las tres especies de rotiferos fueron muy variables lo que
explica diferencias en las dietas de las especies en la naturaleza, esto también
explica en la mayoria de los trabajos usan C. vulgaris para el cultivo de
braquiénidos lo que probablemente nos dice que es una especie de alga con

mayor aceptabilidad para los braquiénidos.



X.ANEXO 1

Para el cultivo y cosecha de Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum

La cepa de Chlorella vulgaris que se cultiva de manera cotidiana en el Laboratorio fue
aislada del aire (Vega Quintero, 1996), mientras la cepa Selenastrum capricornatum fue
adquirida en el Instituto Mexicano de la Tecnologia del Agua (IMTA) que se encuentra
en Cuernavaca, Mor. Se utilizo como medio de cultivo el Medio Bold (Borowitzka y
Borowitzka, 1988) ver anexo 4, con Ph de 7.5, el cual es enriquecido con bicarbonato
de sodio (Sarma, 1996) en botellas plasticas de dos litros. Los cultivos se mantienen a

T° de 25 + 1° C, con aireacion constante y luz difusa en forma continua.

Para la cosecha de la microalga, los cultivos se dejan crecer de una concentracion
inicial entre 0.5y 1.0 X 10° cels.mI™ hasta su fase exponencial (aproximadamente 25 X
10° cels.ml™), lo cual dura entre 7 y 10 dias, con el fin de garantizar una gran cantidad
de células y su buen estado nutricional (Pavon, 2001), cuando se tiene la concentracion
adecuada, se retira la aireacion de las botellas y se mantienen en el refrigerador
durante aproximadamente cuatro dias para permitir la sedimentacion de las células y
posteriormente hacer el decantado de las botellas. Una vez cosechada el alga se
concentra y se puede mantener en buenas condiciones en el refrigerador (3 £ 1 °C)

hasta por 14 dias.



XI. ANEXO 2

Caracteristicas generales de los rotiferos
Los rotiferos (Rotifera) constituyen una gran clase de pseudocelomados dentro de la

linea de los alsquelmintos, son los metazoos mas pequefios y son organismos
eutélicos, compuestos de alrededor de un millar de células y cuyo cuerpo esta cubierto
con una cuticula delgada y flexible que se extiende sobre la hipodermis. Con algunas
excepciones, el cuerpo de los rotiferos se encuentra dividido en cabeza, cuello, tronco y
pie, mediante pliegues. Se han descrito aproximadamente 2000 especies, las cuales
poseen dos caracteristicas distintivas; primero la regién ciliada llamada corona que
constituye la cabeza en la region apical y tiene una funcién locomotora y de
alimentacion al mismo tiempo; segundo, el mastax (una “faringe” muscular) formado
por un grupo de duras mandibulas con el nombre de trofi, el cual se utiliza para la
identificacién de género a especie (De Pavon, 2000).
La clasificacion que establecen Nogrady et al. (1993) es la siguiente:
Phylum: ROTIFERA
Clase: MONOGONONTA Brachionus patulus
Orden: PLOIMIDA (Muller)
Familia: BRACHIONIDAE
Genero: BRACHIONUS
Especie: Brachionus angularis

Brachionus rubens



XIl. ANEXO 3

Preparacion del medio EPA

El medio EPA se prepara disolviendo 95 mg de NaHCO3, 60 mg de CaS04, 60

mg de MgSO4, 4 mg de KCL por litro de agua destilada (Anon. 1985).

XIll. ANEXO 4

Medio de Cultivo Bold Basal
Es un medio cuya composicién es:

1. NaNO?® 250 gr L™

2. MgSo* 75¢grL?

3. K2HPO* 759grL*

4. KH*PO* 75¢grL*

5. NaCl 25grL*

6. EDTA 50 gr+31gr de KOH L™

7. FesoO* 4.98 gr L (1 ml H?SO* L™
8. H’BO?® 11.42 gr Lt

9. CaCF 25¢grL*

10.Elementos Traza:

e ZnSo* 8.82¢grL*
e MnCP 1.44 gr Lt
e MoO? 0.71gr L™
e MoO*Cuso* 1.75gr L

e Co (NO®? 0.49 gr L™
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