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RESUMEN

Entre febrero y julio del 2007, se efectuaron seis muestreos en el estuario de Palmar
para identificar las especies de fitoplancton y zooplancton presentes. En base a los
resultados de estos muestreos, se decidid evaluar bajo condiciones controladas en el
laboratorio, la tasa de filtracion (ul/h/rotifero) y la tasa de ingestion
(células/min/rotifero) de B. rotundiformis a tres temperaturas (24, 28 y 32°C), con
cuatro tipos de fitoplancton (Synechocystis sp., Isochrysis sp., Tetraselmis sp., y
Thalassiosira sp.) y para concentraciones teoricas iniciales del fitoplancton variando
entre 25.000 y 5.000.000 células/ml. En total se efectuaron 111 bioensayos por un
periodo de tiempo suficiente para que se consuma alrededor del 70% de la
concentracion inicial del fitoplancton, sin exceder de 24 h, para cada combinacion de
concentracion, tipo de fitoplancton y temperatura. Las muestras de fitoplancton
analizadas fueron dominadas por la presencia de Synechocystis sp., una cianobacteria
coccoidal de pequefio tamafio, representando entre 76 y 100% de los conteos totales,
indicando que el picoplancton contribuye significativamente a la produccion primaria
del estuario de Palmar. EIl zooplancton fue representando por ostracodos, tintinados,
copépodos, nematodos y rotiferos del género Brachionus sp. Los resultados de los
bioensayos determinaron que las tasas maximas de aclaramiento de B. rotundiformis
se encontraron para una temperatura del agua de 32°C y con valores de 30 pl/h para
Thalassiosira sp., 20-25 ul/h para Isochrysis sp. y Tetraselmis sp., y 10-12 ul/h para
Synechocystis sp. Estos valores son mas altos que los reportados en la literatura para

temperaturas de maximo 25°C. Las tasas de ingestion méaximas fueron de 287



Vil

células/ml para Synechocystis sp., 65-70 células/min para Tetraselmis sp., y entre 40
y 45 células/min para Isochrysis sp. y Thalassiosira sp. El efecto de la concentracion
del fitoplancton sobre la tasa de aclaramiento fue diferente de acuerdo al tipo de
fitoplancton ensayado, encontrando un mejor ajuste con el modelo sigmoidal para
Synechocystis sp., el fitoplancton de menor tamafio ensayado (2,6 £ 0,1 um ESD), y
con el modelo curvilineo para los tres otros tipos de fitoplancton (entre 4,3 y 8,6 um
en promedio para el ESD). Dado la abundancia de otros representantes herbivoros
del zooplancton en el estuario de Palmar, se recomienda repetir el estudio con estos
organismos antes de poder elaborar un modelo matematico de las interacciones
troficas y asi predecir la transferencia de energia hacia los niveles superiores de la

cadena trofica.
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1. INTRODUCCION

El estuario de Palmar (Provincia de Santa Elena, Ecuador) se extiende sobre 40 ha de
bosque de manglar y engloba varios canales influenciados por las mareas y con
aportes de agua dulce desde la comuna de Palmar y durante la época de altas lluvias,
desde la cordillera de Colonche. Dentro del estuario se realizan actividades
pesqueras y de extraccion de los recursos propios del manglar (Calewaert, 2004).
Adicionalmente, este estuario sirve de fuente de abastecimiento de agua para cerca de
400 ha de granjas camaroneras asentadas en sus alrededores (CLIRSEN, 1999), como

de receptor de sus efluentes durante los recambios de agua y las cosechas.

Los sistemas estuarinos se caracterizan por exhibir una gran productividad bioldgica,
sirviendo de semillero para la biota marina. En un estudio general sobre la
biodiversidad estuarina, se encontré que aproximadamente el 40% de la fauna utiliza
el estuario como refugio, particularmente los peces y crustaceos (Maljuf, 2002),
aprovechando de la alta disponibilidad de fitoplancton y zooplancton para alimentarse
durante las primeras etapas de su ciclo de vida. El zooplancton es visto como un
eslabon importante dentro de la cadena trofica de estos ecosistemas, sirviendo de
intermediario entre el fitoplancton y bacterioplancton y los niveles troficos

superiores, como las larvas de peces y crustaceos de importancia comercial.



Varios estudios demostraron que los rotiferos del género Brachionus sp., un grupo
representativo del zooplancton, son grandes consumidores de fitoplancton. Navarro
(1999) recalca que Brachionus plicatilis puede ingerir diariamente entre 60 y 90% de
Su peso seco, mientras que Brachionus rotundiformis puede ingerir hasta 160% de su
peso seco. EI consumo de particulas por parte de estos microorganismos es
influenciado por varios factores incluyendo: el tamafio de los rotiferos, la
temperatura del agua, y el tamafio, la forma, la calidad y la concentracion de las
particulas que sirven de alimento. La eficiencia en la ingestion de particulas por parte
de los rotiferos difiere significantemente entre tipos y tallas de las particulas a ingerir,
con una talla éptima alrededor de 8 um de diametro esférico equivalente (Rothhaupt,
1990a). La temperatura afecta directamente a los procesos bioldgicos a través de su
influencia sobre la cinética enzimatica, ademas de influenciar la viscosidad del agua y
consecuentemente la tasa de encuentro entre depredador y presas (Montagnes et al.,

2001).

Los rotiferos son capaces de regular su toma de alimento de acuerdo a la
concentracion de la presa (Mohr y Adrian, 2000). La respuesta del depredador a un
cambio en la concentracion de la presa se conoce como respuesta funcional (Fussman
et al., 2005) influenciando la tasa de aclaramiento y la tasa de ingestion. Tres
modelos basicos (modelo rectilineo o Holling tipo 1, modelo curvilineo o Holling
tipo 2, y modelo sigmoidal o Holling tipo 3) describen la relacion entre la tasa de

aclaramiento y la concentracién de las presas, los cuales representan las diferentes



estrategias de alimentacién existentes para maximizar la energia capturada
(Rothhaupt, 1990b; Mohr y Adrian, 2000). De manera general, a medida que
incrementa la concentracion de las particulas, la tasa de aclaramiento como la tasa de
ingestion incrementan hasta alcanzar un punto de inflexién encima del cual la tasa de
ingestion maxima se mantiene mientras que la tasa de aclaramiento disminuye de

manera progresiva (Rothhaupt, 1990b).

El objetivo del presente estudio fue evaluar bajo condiciones controladas en el
laboratorio, la tasa de filtracion y la tasa de ingestion de B. rotundiformis a diferentes
temperaturas (24, 28 y 32°C), con cuatro tipos de fitoplancton (Synechocystis sp.,
Isochrysis sp., Tetraselmis sp., Thalassiosira sp.) y para concentraciones variando
entre 25 10° y 5.0 10° células/ml. Con estos datos, se evaluaron las relaciones
matematicas que mejor describen el comportamiento de la tasa de aclaramiento del
rotifero, lo que servira de base para evaluar su efecto regulador sobre las poblaciones
fitoplanctonicas, asi como su importancia en la transferencia de energia hacia los

niveles superiores de la cadena tréfica en el estuario de Palmar.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. EL ESTUARIO DE PALMAR:

El estuario de Palmar estd ubicado en la comuna del mismo nombre, localizada a 02°
01’ 37> S de Latitud y a 80° 43° 52” W de Longitud, 32 km al norte de la cabecera
provincial Santa Elena (Ecuador). El estuario se extiende sobre 40 ha de bosque de
manglar y engloba varios canales influenciados por las mareas y con aportes de agua
dulce desde la comuna de Palmar y durante la época de altas lluvias, desde la
cordillera de Colonche. Las principales especies de mangle que se encuentran son:
Rhizophora mangle o mangle rojo, Conocarpus erectus o mangle botoncillo y
Langucularia racemos o mangle blanco (Calewaert, 2004). Dentro del estuario se
realizan actividades pesqueras y de extraccion de los recursos propios del manglar
tales como el cangrejo azul, el cangrejo de manglar, las conchas Anadara tuberculosa
y Anadara similis, y la ostra Crassostrea columbiensis (Calewaert, 2004). Ademas,
los desembarcos de la pesca artesanal se realizan en la playa al lado de la boca del
estuario y consisten de pesca blanca, camardn, y ocasionalmente cangrejos y
langostas (Solis-Coello y Mendivez, 1999). Finalmente, el estuario sirve de fuente de
abastecimiento de agua para cerca de 400 ha de granjas camaroneras asentadas en sus
alrededores (CLIRSEN, 1999), como de receptor de sus efluentes durante los

recambios de agua y las cosechas.



El clima de la zona costera Ecuatoriana responde a los desplazamientos meridionales
de las masas de agua del Océano Pacifico Tropical y al movimiento meridional de la
Zona de Convergencia Intertropical, los que definen a dos estaciones climaticas bien
diferenciadas: la estacion lluviosa entre enero y marzo y la estacion seca entre junio
y noviembre (Moreano, 1993). El promedio anual para la temperatura del aire en la
zona de estudio es de 24-25°C, con extremos que rara vez sobrepasan los 38°C o
descienden debajo de 13°C, dando lugar a un clima calido tropical (Shervette et al.,
2007). En la zona frente a la costa ecuatoriana se produce una mezcla de las aguas de
los regimenes tropical y subtropical con aguas tropicales superficiales y aguas
subtropicales superficiales. La franja que delimita ambas masas de agua es conocida
como Frente Ecuatorial que se extiende desde el sur del Ecuador hasta las Islas
Galapagos (Okuda et al., 1983a). La zona norte del frente presenta aguas calidas y
con bajas salinidades, elevada produccién de oxigeno y bajas concentraciones de
nutrientes, mientras que el sur del frente presenta altas concentraciones de nutrientes

sin produccidn aparente de oxigeno (Okuda et al., 1983a;b).

Las concentraciones de nutrientes en las costas ecuatorianas estan influenciadas por
los desplazamientos del Frente Ecuatorial y por las estructuras de las masas de agua
en las capas superficiales y sub-superficiales que varian debido al régimen complejo
de la circulacion oceanica en el Pacifico Tropical Oriental (Okuda et al., 1983a).
Algunos parametros fisico-quimicos presentan variaciones estacionales, siendo sus

concentraciones mas altas en época seca con un descenso en la época lluviosa y se



encuentran generalmente en los siguientes rangos: la salinidad fluctda entre 17 y
36%o, la concentracion de oxigeno disuelto entre 5,5 y 6,5 mg/l, y la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO) entre 0,1 y 17 mg/l (Calewaert, 2004). En general,
las costas ecuatorianas presentan concentraciones muy bajas de fosfatos (0,91 pg.at/l
) y nitratos (1,88 pg.at/l ) en la capa superior de la termoclina, que aumentan con la
profundidad hasta 18,88 pg.at/l y 24,04 pg.at/l , respectivamente (Valencia y Moran,

1996).

2.2. LATRAMA ALIMENTICIA DE UN ESTUARIO:

La importancia de estudiar las relaciones tréficas de los sistemas estuarinos se debe a
que estos sistemas son areas de gran productividad y diversidad biologica, lo que
ayuda a soportar la produccién de especies acuaticas con potencial importancia
econdémica. En un estudio general sobre la biodiversidad estuarina, se encontrd que
aproximadamente el 40% de la fauna utiliza el estuario como refugio, particularmente
los peces (62%) y crustaceos (48%) (Maljuf, 2002), aprovechando de la alta
disponibilidad de fitoplancton y zooplancton para alimentarse durante las primeras
etapas de su ciclo de vida. EIl fitoplancton tiene la capacidad de producir materia
organica a partir de sustancias inorganicas y energia solar, que sera posteriormente
aprovechada por los fitdfagos, luego por los zodfagos y finalmente por los
detritéfagos y las bacterias que desintegran la materia organica produciendo sustancia
inorgénica, con la cual los productores primarios iniciaran nuevamente el ciclo de la

materia.



2.2.1. El fitoplancton:

El fitoplancton estd formado por organismos microscépicos que contienen diversos
pigmentos, entre otros la clorofila, y que son capaces de producir proteinas, acidos
grasos e hidratos de carbono a partir del dioxido de carbono, minerales y la energia de
la luz. Por lo tanto, constituyen la base de la trama alimenticia y necesitan
permanecer en la zona fética, generalmente restringida a los primeros 15 metros de la
columna de agua del océano (Fincham, 1986). Su composicion y abundancia varian
de un cuerpo de agua a otro, con el tiempo y estan controladas por factores abioticos
como la luz, la temperatura, la salinidad y la concentracion de nutrientes, y por
factores bidticos como la presencia y composicion del zooplancton (Tilman et al.,

1982).

Los principales grupos de fitoplancton en el medio marino son las cianobacterias, las
diatomeas (Bacillariophyceae), los dinoflagelados (Dinophyceae), y los
coccolitoforidos (Prymnesiophyceae) (Tomas, 1997; Cajas et al., 2000). De manera
general, en sistemas oligotroficos (pobres en nutrientes) predominan las algas verdes
(Chlorophyceae) y algunos flagelados, en condiciones mesotroficas aumenta la
presencia de diatomeas, y en condiciones eutréficas (ricas en nutrientes) dominan las

cianobacterias (Duarte et al., 1992; Yusoff et al., 2002).



En la zona costera Ecuatoriana, la composicion del fitoplancton es extremadamente
variable y esta relacionada con las condiciones hidrogréficas del Frente Ecuatorial
(Jiménez y Bonilla, 1980; Coello y Moya, 1999). La mayoria de los estudios sobre la
composicion del fitoplancton en las aguas costeras del Ecuador se realizaron sobre
muestras tomadas a diferentes profundidades y concentradas con una malla de entre
50 y 150 um, lo que limita la descripcion a especies de gran tamafo. Estos estudios
indican que los grupos mas importantes con tamafio superior a 50 pum, son las
diatomeas, los dinoflagelados y los coccolitoforidos (Jiménez y Pesantez, 1978;
Jiménez y Bonilla, 1980; Coello y Moya, 1999; Tapia, 2001; Naranjo y Tapia, 2002).
Las concentraciones reportadas varian entre 10 y 10° células/ml, con una presencia
méas marcada entre los 10 y 20 m de profundidad (Jiménez y Bonilla, 1980; Bonilla,

1990; Torres, 1996; Coello y Moya, 1999; Naranjo y Tapia, 2002).

Los géneros de diatomeas generalmente presente en muestras tomadas en las aguas de
la costa Ecuatoriana son Bacteriastrum, Chaetoceros, Cocinodiscus, Ditylum,
Hemiaulus, Leptocylindrus, Navicula, Nitzschia, Odontella, Rhizosolenia,
Skeletonema, Thalassionema, Thalassiosira, y Thalassiothrix (Jiménez y Bonilla,
1980; Bonilla, 1990; Torres, 1996; Coello y Moya, 1999; Naranjo y Tapia, 20020).
Los géneros dominantes de dinoflagelados son Ceratium, Dinophysis, Diplopsalis,
Gymnodinium, Oxytoxum, Peridinium, Prorocentrum, Protoperidinium (Jiménez y
Pesantez, 1978; Torres, 1996; Coello y Moya, 1999). Los coccolitoforidos son

dominados por Emiliania huxleyi y representados en menor concentraciones por las



siguientes  especies: Calyptrosphaera sphaeroidea, Discophaera tubifer,
Helicosphaera carteri, y Syracosphaera sp. (Jiménez y Pesantez, 1978; Coello y
Moya, 1999). Cajas et al. (1998) son los Unicos que mencionan la presencia de
cianobacterias de gran tamafo, en este caso particular fue en el interior del Golfo de

Guayaquil, principalmente de los géneros Anabaena, Oscillatoria y Spirulina.

En los ultimos 20 afios, avances en la microscopia y biologia molecular permitieron
identificar a nuevos grupos de fitoplancton con tamafios menores a 5 um. Dentro de
este grupo dominan las cianobacterias representadas por tres géneros ubicuos:
Synechococcus con un didmetro promedio de 1,0 a 1,2 um, Synechocystis con un
tamafo de entre 0.,8 y 1,5 um y Prochlorococcus con un didmetro promedio de 0,6
pum (Murrell y Lores, 2004; Katano et al., 2007; Moore et al., 2007; Waleron et al.,
2007). Las concentraciones de estos representantes del picoplancton se encuentran
generalmente entre 10% y 10° células/ml, mas altas que las concentraciones de los

representativos mas grandes del fitoplancton (Katano et al., 2005).

2.2.2. El zooplancton:

El zooplancton es el plancton de tipo animal e incluye una amplia variedad de
organismos tanto herbivoros como carnivoros (Paffenhdfer, 1998). Estos organismos
de pequefio tamafio se encuentran en el secundo nivel de la trama tréfica y son
representados por los siguientes grupos en el mar:  ciliados, copépodos,

foraminiferos, rotiferos, ostracodos, radiolarios y tintinados, ademas de los estadios
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larvarios de diferentes grupos de invertebrados y vertebrados. La composicién y
distribucion del zooplancton esta determinada por factores fisicos (como las fases de
la marea y la temperatura del agua), quimicos (como la concentracién de algunos
nutrientes inorganicos) y bioldgicos (como la disponibilidad del fitoplancton y la
presencia de depredadores). En las costas ecuatorianas la presencia de los diferentes
grupos de zooplancton esta asociada con las caracteristicas del Frente Ecuatorial; por
ejemplo, los copépodos se presentan en mayores concentraciones en las areas de
mayor concentracién de fitoplancton, al sur del Frente Ecuatorial (Jiménez y Bonilla,
1980; Luzuriaga et al., 1998). Sin embargo, el tamafio del fitoplancton controla el

tipo de zooplancton herbivoro asociado (Samuelsson, 2003).

Los copépodos son el grupo dominante en las muestras colectadas a lo largo de la
costa Ecuatoriana, alcanzando en algunos casos el 80% del total de organismos
zooplanctonicos y son representados por los siguientes géneros: Acartia, Calanus,
Centrophages, Oithona, Pseudocalanus, y Temora (Bonilla, 1990). Dependiendo de
la localizacion del estudio y de la posicion del Frente Ecuatorial al momento de la
toma de muestras, otros estudios mencionan la presencia de tintinados con los
géneros Codonellopsis, Dictyocysta y Salpingella (Coello y Moya, 1999) y de
guetognatos con el género Sagita (Luzuriaga et al., 1998). Dos estudios en estuarios,
Luzuriaga et al. (1998) en el rio Guayas y Naranjo y Tapia (2002) en el estuario de
San Lorenzo, identifican a los copépodos como el grupo dominante del zooplancton

en estos sistemas (hasta 60% de los conteos), pero también mencionan que se puede
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encontrar representantes de los quetognatos, rotiferos (principalmente del genero

Brachionus), cladoceros y estadios larvarios de crustaceos y peces.

2.2.3. Las bacterias vy el reciclaje de los nutrientes:

Las bacterias participan de numerosos procesos bioquimicos liderando la
remineralizacion de los nutrientes y el reciclaje de la material orgénica, actuando
como nexo en la transferencia de energia hacia los niveles tréficos superiores
(Samuelsson, 2003). Sin embargo, las bacterias tienen también la capacidad de
absorber nutrientes del océano y hacer circular esta fuente de carbono mediante
diversas interacciones ecologicas con otros componentes del plancton (Riquelme y
Avendafio-Herrera, 2003). Generalmente, las bacterias son mas efectivas en absorber
nutrientes que el fitoplancton por tener un tiempo de generacion mas corto y una
relacién superficie:volumen maéas grande (Cottingham et al., 1997). EI factor
bioldgico determinante en la concentracion bacteriana estd relacionado con la
disponibilidad de carbono organico en el medio, liberado por una variedad de
procesos los cuales incluyen: excrecion desde y mortalidad del fitoplancton,
incompleta ingestién o excrecion del zooplancton, y mortalidad bacteriana (Nagata,

2000; Richardot et al., 2001; Samuelsson, 2003).
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La distribucion e intensidad de la biomasa bacteriana en estuarios dependen de la
localizacion y proporcién de las fuentes de carbono y nutrientes, y de las
caracteristicas fisicas y quimicas del medio ambiente asociadas a las corrientes de
agua. El namero total de bacterias y su productividad especifica son mas altas en la
zona de rompiente que en el mar (Almeida et al., 2001). En ecosistemas pelagicos
marinos y de agua dulce, el fitoplancton es considerado como la mayor fuente de
carbono (también referido como mayor fuente de sustrato) para las bacterias (Voros
et al.,, 2003). Generalmente, la concentracion bacteriana estd directamente
relacionada con la concentracion del fitoplancton (Riquelme y Avendafio-Herrera,
2003), asi como de su productividad (Cole et al., 1988; Sommaruga, 1995; Voros et

al., 2003).

El conjunto de la flora bacteriana del medio acuatico, tanto marino como continental,
se puede clasificar en organismos aerobios obligatorios (no pueden vivir sin la
presencia de oxigeno), anaerobios obligatorios (no pueden vivir con la presencia de
oxigeno) y anaerobios facultativos (viven independientemente de la presencia de
oxigeno) (Pelczar et al., 1996). Los géneros mas abundantes en el medio marino son
Achromobacter, Acinetobacter, Bacillus, Cellvibrio, Clostridium, Flavobacterium,

Pseudomonas, Serratia y Vibrio (Pelczar et al., 1996).
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2.3. LA RELACION DEL ZOOPLANCTON CON EL FITOPLANCTON Y

BACTERIOPLANCTON:

El zooplancton tiene dos efectos opuestos sobre el fitoplancton y el bacterioplancton.
El primer efecto es la reduccion de la biomasa de ambos grupos por pastoreo directo
(efecto “top-down”). El segundo efecto es la estimulacion de su crecimiento a través
de la regeneracion de nutrientes (efecto “bottom-up”) o de la eliminacion por
pastoreo de sus depredadores. Generalmente, el pastoreo directo por parte del
zooplancton representa la principal pérdida para el fitoplancton (Bergquist et al.,
1985; Grigorszky et al., 1998), sin embargo, el rango de particulas ingeridas depende
del tipo de zooplancton considerado, de la cantidad, calidad y tamafio del
fitoplancton, de la intensidad de la luz y de la temperatura del agua (Ravera y Scotto,
1999; Conde—Poctuna et al., 2002). Calbet y Landry (2004) estiman que el 75% de la
productividad fitoplanctonica es perdido por el pastoreo de microherbivoros en
sistemas oceanicos, y alrededor del 59% en sistemas estuarinos, indicando que la
relacién fitoplancton-zooplancton se debilita en sistemas eutro6ficos. Un fuerte efecto
de pastoreo por parte de los copépodos sobre el fitoplancton, incluyendo varios
ordenes de magnitud, ha sido reportado en sistemas de mar abierto (Bautista et al.,
1992). No obstante, en sistemas eutréficos donde se desarrollan poblaciones de
fitoplancton con dimensiones mayores a 50 um, con espinas o formadoras de
colonias, el efecto pastoreo del zooplancton se pierde (Lampert, 1987; Biro, 1995).
Al nivel de las bacterias, los ciliados, flagelados, rotiferos, cladéceros y nauplios de

copépodos remueven eficientemente a estos microorganismos, causando una
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disminucion en sus conteos y pudiendo alterar la distribucién del tamafio bacteriano a

través de la selectividad (Havens, 1998; Vrede et al., 1999; Gasol et al., 2002).

En sistemas oligotroficos, el efecto de reciclaje de la materia organica por parte del
zooplancton a través de la excrecion de material digerido, incrementa de manera
indirecta la productividad fitoplanctonica y la presencia de bacterias (Elser y
Goldman, 1990). EIl zooplancton se alimenta directamente de particulas organicas,
estimulando la produccion primaria a través del incremento en la columna de agua de
la concentracion de proteinas disueltas, carbohidratos, u otros desechos metabolicos,
aprovechados por el fitoplancton y las bacterias (Hulot et al., 2001; Richardot et al.,
2001). Finalmente, algunos claddceros y copépodos adultos se alimentan de
flagelados y presas mas grandes, lo que indirectamente disminuye su presion de
depredacion sobre las pequefias particulas fitoplanctdnicas y bacterianas (Cottingham

et al., 1997; Calbet y Landry, 1999).

2.4. TASA DE ACLARAMIENTO Y TASA DE INGESTION DE Brachionus sp.:

Diversos estudios hacen referencia a los factores que afectan a la tasa de filtracion del
zooplancton en general y de los rotiferos en particular. EI consumo de particulas por
parte de estos microorganismos es influenciado por varios factores incluyendo: el
tamafio de los rotiferos y principalmente su didmetro oral, la temperatura del agua, y
el tamafio, la forma, la calidad y la concentracion de las particulas que sirven de

alimento. EIl efecto de la temperatura es directo a través de su influencia sobre los
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procesos bioldgicos y la cinética enzimatica, pero también de manera indirecta a
influenciar la viscosidad del agua y consecuentemente la tasa de encuentro entre
depredador y presas (Montagnes et al., 2001). Generalmente, a medida que
incrementa la temperatura del agua, incrementa la tasa de ingestion de B. plicatilis,
ajustandose a una respuesta de tipo sigmoidal entre 5 y 25°C (Montagnes et al.,

2001).

Rothhaupt (1990a,b) y Hansen et al. (1997) mencionan que las tasas de filtracion
cambian de acuerdo al tamafio de las particulas a ser ingeridas. Rothhaupt (1990a)
determind que la talla 6ptima de las particulas a ser ingeridas por parte del género
Brachionus sp. es alrededor de 8 um de didmetro esférico equivalente (ESD para sus
siglas en Inglés). Hansen et al. (1997) en un estudio con B. plicatilis (entre 193 y 267
um de diametro oral) y a una temperatura de 18°C, obtuvieron una tasa de ingestion
méaxima de 11 células/min para Rhodomonas baltica con un ESD promedio de 6,5
pum, mientras que la tasa maxima bajo a 1,5 células/min con Thalassiosira fluviatilis
que presentaba un ESD promedio de 12,9 um. Rothhaupt (1990a,b) lista los
siguientes tamarios Optimos para particulas a ser ingeridas, de acuerdo al tamafio y la
cepa del rotifero considerado: ~5 pm ESD para Brachionus rubens cepa F con un
diametro oral promedio de 120-180 um; ~10 um ESD para B. rubens cepa B con un
diametro oral promedio de 200-260 um; ~10 um ESD para Brachionus calyciflorus
con un diametro oral promedio de 220-285 um. En estos casos, las tasas de

aclaramiento obtenidas fueron: 23 pl/h para B. rubens cepa F filtrando
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Chlamydomonas reinhardii con un ESD de 6 um; 31 pl/h para B. calyciflorus

filtrando Cyclotella meneghiniana con un ESD de 8,5 um (Rothhaupt, 1990D).

Mohr y Adrian (2000) estudiaron el comportamiento alimenticio a 20°C de B.
calyciflorus (250-300 um de diametro oral) y B. rubens (200-250 um de didmetro
oral) exponiéndolos a dos tipos de ciliados con similar tamafio (entre 40-45 um de
largo y 10-15 um de ancho), Coleps sp. y Tetrahymena pyriformis, pero con
diferentes texturas superficiales del cuerpo; Coleps sp. presenta una superficie
cubierta de placas calcareas mientras que T. pyriformis tiene una textura corporal
suave. Ambas especies de rotiferos fueron capaces de ingerir a T. pyriformis
exhibiendo una tasa de aclaramiento maxima alrededor de 8-9 ul/h, sin embargo, B.
calyciflorus fue el Gnico que pudo retener a Coleps sp. presentando una tasa de
aclaramiento méxima de 30 pl/h, lo que evidencia que la textura de las presas
influencia el comportamiento de la tasa de filtracion de los rotiferos (Mohr y Adrian,

2000).

Los rotiferos son capaces de regular su toma de alimento de acuerdo a la
concentracion de la presa (Mohr y Adrian, 2000; Fussman et al., 2005). De manera
general, a medida que incrementa la concentracion de las particulas, la tasa de
aclaramiento como la tasa de ingestion incrementan hasta alcanzar un punto de
inflexion encima del cual la tasa de ingestion maxima se mantiene mientras que la

tasa de aclaramiento disminuye de manera progresiva (Rothhaupt, 1990b). Este
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modelo general fue demostrado para B. plicatilis (160-250 pum de diametro oral)
expuesto a un rango de concentraciones de Nannochloropsis oculata que variaron
entre 0,1 y 40 10° células/ml y a una temperatura de 25°C, obteniendo una tasa
méxima de aclaramiento de 4,5 pl/h para una concentracion de entre 0,5 y 1,5 10° N.
oculata/ml (Navarro, 1999). Sin embargo, el mismo estudio determino que la tasa de
aclaramiento de B. rotundiformis sigue un patron diferente, exhibiendo una
disminucion continua a lo largo del rango de concentraciones considerado, con un
méximo de 4,5 pl/h para una concentracién inicial de entre 0,1 y 0,2 10° N.

oculata/ml (Navarro, 1999).

Finalmente, estos varios factores pueden interactuar al momento de determinar su
efecto sobre la tasa de aclaramiento y la tasa de ingestion del zooplancton.
Montagnes et al. (2001) investigaron el comportamiento de la tasa de ingestion de B.
plicatilis (200 a 300 pm) para temperaturas que variaron entre 5 y 40°C y
concentraciones de Isochrysis galbana (ESD = 4,5 um) entre 0 a 10° células/ml. La
respuesta de la tasa de ingestion a estos dos pardmetros se describié con un modelo
que combind una funcién hiperbdlica rectangular para el efecto de la concentracion
del alimento y una funcién sigmoidal para el efecto de la temperatura, encontrando
una tasa maxima de ingestion en el orden de 35 células/min correspondiendo a una
concentracién de I. galbana de 4 10° células/ml y para una temperatura de 25°C

(Montagnes et al., 2001).
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2.5. DESCRIPCIONES MATEMATICAS DE LAS TASAS DE ACLARAMIENTO

E INGESTION DE LOS ROTIFEROS:

La prediccion desempefia un papel importante en los programas de investigacion,
principalmente en el establecimiento y la evaluacion de teorias, donde es vista como
una ayuda para construir conocimiento cientifico (Pace, 2001). La explicacion de un
patron observado es referido como un modelo o teoria y consiste de una serie de
relaciones (o formulas) que explican porque las observaciones estan ocurriendo
(Quinn y Keough, 2002). EI principal objetivo de modelar la dinamica de
poblaciones es perfeccionar el entendimiento del funcionamiento de las cadenas
troficas y nichos alimenticios, y sus dependencias de las condiciones internas y
externas (Malchow et al., 2001). La determinacion de fuertes correlaciones positivas
entre el zooplancton y la abundancia de peces generaron interés por la dinamica del
plancton y el desarrollo de modelos matematicos para poder entender estas relaciones
y predecir la evolucién de los stocks de peces y su correlacién con factores

bioldgicos, fisicos y antropologicos (Malchow et al., 2001).

La toma de recursos desde el medioambiente es un proceso vital para todos los
organismos. Muchos estudios experimentales han revelado que la proporcion a la
cual estos procesos ocurren dependen fuertemente de la concentracion del recurso, en
una relacion llamada “respuesta funcional” (Fussman et al., 2005). Holling fue el
primero en demostrar que la tasa de depredacion del zooplancton incrementa a

medida que incrementa la densidad de la presa, en un intento para maximizar la
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energia capturada, y generalmente se describen tres tipos de respuestas: (1) respuesta
rectilinea 0 modelo Holling tipo 1 donde la tasa de aclaramiento es maxima y
constante para las concentraciones mas bajas de la presa hasta un punto de inflexién
donde empieza a bajar de manera logaritmica; (2) respuesta curvilinea o modelo
Holling tipo 2 donde la tasa de aclaramiento disminuye de manera progresiva a lo
largo del rango de concentraciones de la presa; (3) respuesta sigmoidal o modelo
Holling tipo 3 donde la tasa de aclaramiento incrementa hasta alcanzar un punto de
inflexion encima del cual disminuye de manera progresiva (Fig. 1; Rotthaupt, 1990a;
Navarro, 1999; Mohr y Adrian, 2000). La principal diferencia entre los tres modelos
se manifiesta a concentraciones muy bajas de la presa, resaltando la importancia de
incluirlas en los estudios de estimacion de la tasa de aclaramiento. Determinar el tipo
de la respuesta funcional es importante para poder predecir la competicion entre
organismos, asi como el impacto del pastoreo en condiciones naturales (Mohr y

Adrian, 2000).

La tasa de aclaramiento de B. plicatilis se ajusta mejor al modelo sigmoidal,
presentando un valor maximo de entre 4,4 y 5,3 pl/h para concentraciones de entre
0,5y 1,5 10° células/ml de N. oculata y a una temperatura de 25°C (Navarro, 1999).
Sin embargo, el mismo estudio determiné que el mejor ajuste para B. rotundiformis
se daba con el modelo curvilineo, obteniendo una tasa de aclaramiento maxima de
entre 3,8 y 5,5 pl/h correspondiente a concentraciones iniciales de N. oculata de entre

0,1y 0,2 10° células/ml (Navarro, 1999). Para ambas especies, la tasa de ingestion
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incrementd a medida que incrementd la concentracion del fitoplancton, alcanzando
una tasa maxima alrededor de 60 células/min para la concentracion maxima probada
de 40 10° células/ml de N. oculata (Navarro, 1999). En el caso de B. rubens y B.
calyciflorus, el tipo de respuesta es similar y varia con el tamafio de las particulas
presas, obteniendo una respuesta rectilinea para particulas mas pequefias que el
tamafio optimo de 8 um de ESD y una respuesta de tipo curvilineo para particulas

mas grandes que el tamarfio 6ptimo (Rothhaupt, 1990b).

Tasa de aclaramiento
A

>

>
>
>

>
>

Concentracion de la presa

A\ 4
A\ 4

Modelo Rectilineo Modelo Curvilineo Modelo Siamoidal

Tasa de ingestion

A A

>
>

Concentracion de la presa

\ 4
\ 4

Figura 1: Representaciones esquematicas de los tres tipos de respuestas funcionales:
Modelo rectilineo o Holling tipo 1; Modelo curvilineo o Holling tipo 2; Modelo
sigmoidal o Holling tipo 3 (Adaptado de Rothhaupt, 1990D).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ORGANISMOS UTILIZADQOS:

3.1.1. Seleccién y aislamiento de los organismos:

Entre febrero y julio del 2007, se efectuaron seis muestreos en el estuario de Palmar
para identificar las especies de fitoplancton y zooplancton presentes en la zona. Los
muestreos se realizaron en tres estaciones: en la playa frente al manglar, en un canal
de agua de mar justo antes de entrar en el manglar y en un canal de agua saliendo del
manglar e influenciado por las mareas (Fig. 2). Se tomaron 50 ml de agua en cada
estacion para las muestras de fitoplancton que se fijaron de inmediato con 0,12 ml de
Lugol. Las muestras de zooplancton fueron tomadas filtrando 8 L de agua a través de
una malla de 40 um, concentrando la muestra a un volumen de 25 ml y fijando con
25 ml de formaldehido al 10% (1:1 v:v). La determinacion y el conteo del plancton
se realizaron con la ayuda de una camara de Sedgwick-Rafter y una reticula calibrada
situada en el ocular de un microscopio de luz, a una magnificacion de 100 X

(zooplancton) 0 200 X (fitoplancton) (APHA et al., 1998).

En base a los resultados de estos muestreos, se decidio trabajar con los siguientes
representantes de los cuatro grupos dominantes de fitoplancton: Synechocystis sp.
(Cianobacteria), Isochrysis sp. (Prymnesiophyceae), Tetraselmis sp. (Chlorophycea)
y Thalassiosira sp. (Bacillariophyceae). Al nivel del zooplancton, se decidio trabajar

con un representante del grupo de los rotiferos, Brachionus rotundiformis, cultivado
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de manera rutinaria en el CENAIM.

Figura 2: Ubicacion de las estaciones de muestro para plancton en el estuario de
Palmar: (1) playa, (2) canal de entrada en el manglar, (3) canal de salida del manglar
e influenciado para las mareas.

3.1.2. Cultivo de los organismos:

La cianobacteria, Synechocystis sp., se aislo desde una muestra de agua del estuario
de Palmar, por el método de rayado en placas (Alvarez, 1994), por lo cual se
prepararon cajas Petri con el medio de cultivo BG-11 (Tabla 1) solidificado con bacto
agar al 1,5% y preparado con agua de mar autoclavada (salinidad de 35 g/l). Se
colocaron dos gotas de la muestra natural en la periferia de la placa y se procedio con
el asa de platino esterilizada a rayar en paralelo la muestra en el agar. Se incubaron

las cajas a temperatura ambiente, con iluminacion permanente. A los cinco dias se
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removid una colonia con un asa de platino y se la coloco en una placa porta objeto
para observar bajo el microscopio que las unidades sean del tipo de fitoplancton
deseado. Se repitio el procedimiento hasta obtener colonias puras con solamente
Synechocystis sp., para luego transferirlas a tubos de ensayo esterilizados con medio
BG-11 liquido, tapados con algodon y puestos en una gradilla con iluminacion las 24
horas del dia y a temperatura ambiente (24 — 28°C). Cada dia se agité manualmente
los tubos para evitar la sedimentacion de las células. Cada semana se escogid un tubo
de ensayo que no presentd contaminacion y con mayor concentracion de células para

ser diluido y transferido a cuatro nuevo tubos con medio fresco.

Tabla1: Composicion del medio BG-11 para el cultivo de Synechocystis sp.

Quimicos principales Cantidad  Mezcla A5 de metales trazas Cantidad
NaNO; 15¢g H3BO3 2,869
K,HPO4e3H,0 0,049 MnCl,e4H,0 1819
MgSQ4e7H,0 0,075¢g ZnSO,e7H,0 0,222 g
CaC|202H20 0,036 g Na,MoO,e2H,0 0,39 g
Acido citrico 0,006 g CuS0O,e5H,0 0,079¢
Citrato de amonio férrico 0,006 g Co(NO3),#6H,0 0,0494 g
EDTA (disodium SALT) 0,001 ¢ Agua destilada 1,01
NaCO; 0,02 g
Mezcla A5 de metales trazas 1,0ml pH ajustado a 7,4
Agua destilada 101

Adaptado de Rippka et al. (1979)

En preparacion para los bioensayos, los mejores tubos de ensayo con Synechocystis
sp. se transfirieron a fiolas de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo. Durante la
fase exponencial de la curva de crecimiento del fitoplancton y una vez alcanzada

suficiente biomasa, se transfirieron 250 ml del cultivo a botellas de 1 | con 750 ml de
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medio de cultivo esterilizado, evitando que las células sedimentadas pasan al nuevo
medio. Estos cultivos recibieron aire filtrado, fueron iluminados las 24 horas del dia
y mantenidos a temperatura ambiente (24 — 28°C). Siguiendo un mismo protocolo de
preparacion para cultivo masivo, los cultivos de Isochrysis sp., Tetraselmis sp. y
Thalassiosira sp. fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitoplancton del
CENAIM, a partir de cultivos en el interior mantenidos a una temperatura de 24°C,
en medio f/2 (Tabla 2) y con una salinidad de 35 g/, después de tres dias de
inoculados para garantizar que se encontraban en la fase exponencial de su curva de

crecimiento.

Tabla2: Composicion del medio f/2 para el cultivo de Isochrysis sp., Tetraselmis

sp., Yy Thalassiosira sp.

Quimicos principales Cantidad  Solucion de metales trazas Cantidad
NaNO; (75 g/l) 1,0 ml FeCl;e6H,0 3,15¢
NaH,PO,eH,0 (5 g/l) 1,0 ml Na,EDTAe2H,0 4,36 g
Na,SiO;¢9H,0 (30 g/l) 1,0 ml CuS0O,e5H,0 (9,8 g/l) 1,0 ml
Solucion de metales trazas 1,0ml Na,MoO4e2H,0 (6,3 g/l) 1,0 mi
Solucién de vitaminas 0,5 ml ZnS0,e7H,0 (22 g/l) 1,0 mi
Agua de mar filtrada 1,01 CoCl,e6H,0 (10 g/l) 1,0 mi

MnCl,e4H,0 (180 g/l) 1,0 ml
Agua destilada 10L
Solucion de vitaminas Cantidad
Vitamina By, (1 g/l) 1,0 ml

Biotina (0,1 g/l) 10,0 mi
Tiamina HCI 200,0 mg
Agua destilada 101

Adaptado de Guillard (1975).

B. rotundiformis se cultivé en fiolas esterilizadas de 100 ml, con medio f/2 diluido al

25%, a una salinidad de 35 g/l y fue alimentado dos veces a la semana con
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Tetraselmis sp. a una concentracion final en el medio de cultivo de 500.000
células/ml. Los cultivos fueron mantenidos con un fotoperiodo de 12 horas de luz —
12 horas de oscuridad y a temperatura ambiente (24 — 28°C). Luego de una semana,
los rotiferos fueron cosechados y transferidos a recipientes de 1 | con aireacion suave.
A la siguiente semana se transfirieron los rotiferos a un tanque de 50 |, manteniendo
las condiciones iniciales del cultivo. Cuando el cultivo alcanzé la densidad requerida
para los bioensayos, se cosecharon a los rotiferos y una alicuota de estos fue
transferida como indculo para los siguientes experimentos, a un tanque con medio y

alimento frescos.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL:

3.2.1. Condiciones generales de los bioensayos:

En el Set Experimental #3 del CENAIM, se evaluaron la tasa de aclaramiento
(ul/h/rotifero) y la tasa de ingestion (células/min/rotifero) de B. rotundiformis, a tres
temperaturas (24, 28 y 32°C + 1°C), con cuatro tipos de fitoplancton (Synechocystis
sp., Isochrysis sp., Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp.) y para concentraciones
teoricas iniciales del fitoplancton variando entre 25.000 y 5.000.000 células/ml. En
total se efectuaron 111 bioensayos (Tabla 3), utilizando en cada uno 12 frascos de
vidrio de 400 ml de capacidad; la mitad con rotiferos expuestos a la concentracién
deseada del fitoplancton y la otra mitad sin presencia del rotifero y sirviendo de
control para el comportamiento del fitoplancton bajo las condiciones de los

bioensayos (ambos tratamientos tuvieron seis réplicas). Cada frasco recibi¢ aireacion
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a través de una punta para micropipeta, manteniendo un flujo de aire uniforme entre
todos los recipientes conectados a una sola valvula de control. La aireacion se
mantuvo suave durante el transcurso de los experimentos para asegurar un sistema
homogéneo en los frascos y evitar ocasionar mortalidad en los rotiferos. El tiempo de
cada bioensayo se limito al tiempo requerido para que se consuma alrededor del 70%
de la concentracion inicial del fitoplancton en los frascos con rotiferos, sin exceder de

24 h, para cada combinacion de concentracion, especie de fitoplancton y temperatura.

Tabla3: Niveles de las variables ensayadas (Concentracion tedrica del
fitoplancton, tipo de fitoplancton y temperatura).

Tipo de fitoplancton

Bioensayo Synechocystis sp. Isochrysis sp. Tetraselmis sp. Thalassiosira sp.

24°C | 28°C | 32°C | 24°C | 28°C | 32°C | 24°C | 28°C | 32°C | 24°C | 28°C | 32°C
25.000/ml X X X X X X X X X X X X
50.000/ml X X X X X X X X X X X X
75.000/ml X X X X X X X X X X X X
100.000/ml X X X 2X* | 2X* | 2X* | 2X* | 2X* | 2X* | 2X* | 2X* | 2X*
250.000/ml X X X X X X X X X X X X
500.000/ml X X X X X X X X X X X X
2.000.000/ml X X X X X X X X X X X X
3.000.000/ml X X X
4.000.000/ml X X X
5.000.000/ml X X X X X X X X X X X X

Cada cruz representa a un bioensayo.
*Para la concentracion tedrica de 100.000 células/ml, se realizaron dos bioensayos a cada
temperatura para Isochrysis sp., Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp.

Los 12 frascos de un mismo bioensayo se repartieron en una sola bandeja con agua
para poder controlar la temperatura durante la prueba (Fig. 3). Para obtener la
temperatura de 24°C se utiliz6 un flujo de agua fria proporcionado por un enfriador

(Chiller). Las temperaturas de 28°C y 32°C se lograron con la ayuda de un
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calentador de agua a gas que proporcion6 un flujo de agua caliente, el mismo que se

ajusté hasta obtener las temperaturas deseadas.

Los flujos de agua fueron

independientes y circulaban por un sistema cerrado a través de tres bafios ubicados a

la derecha e izquierda del laboratorio. Durante el transcurso de los bioensayos, se

control6 la temperatura del agua cada dos horas.

Distribucionjagua fria
4 ! ¥ |
|
Chill |
e 10000 ©O000 00O :
Reservorio| . _ o 2 !
| |
i I
: Bafio Maria I
Ly ... _  confrascos —iv—
(i 1
— 0ocooe 0cee 0000
trabajo | OO OO OOOO OOO® Cplentador
Q000 0000 0000
)

Distribucion

agua caliente

Figura 3: Representacion esquematica del set experimental.

3.2.2. Aclimatacion de los organismos previo a los bioensayos:

Todos los cultivos de fitoplancton, antes de su utilizacion en los bioensayos, fueron

centrifugados, enjuagados y resuspendidos en un volumen menor de agua de mar

filtrada, para aumentar su concentracion y disminuir el exceso de nitratos proveniente

del medio de cultivo que podria ocasionar un estrés quimico sobre los rotiferos. En la
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Tabla 4 se presentan las concentraciones de nitrato estimadas por reduccion en una
columna de cadmio y determinacion por diazotizacion, para cada lote de cultivo de
fitoplancton ensayado (APHA et al., 1998). Los cultivos de fitoplancton una vez
resuspendidos fueron trasladados al set experimental, donde fueron mantenidos 24
horas a temperatura ambiente, con luz continua y aireacion suave para evitar su

sedimentacion.

Tabla4: Concentraciones de nitrato (mg N/I) en la muestra de fitoplancton para
cada bioensayo y presentadas por tipo y concentracién de fitoplancton.

Synechocystis sp.  Isochrysis sp. Tetraselmis sp.  Thalassiosira sp.

25.000/ml 0,032 0,055 0,316 0,105
50.000/ml 0,168 0,053 0,137 0,102
75.000/ml 0,107 0,169 0,085 0,092
100.000/ml 0,046 0,160 — MP* 0,180 - 2,210 0,063 - 0,189
250.000/ml 0,039 3,304 0,032 0,152
500.000/ml 0,080 0,851 1,720 0,120
2.000.000/ml 0,071 0,028 0,160 0,134
3.000.000/ml 0,027 - - -
4.000.000/ml 0,026 - - -
5.000.000/ml 0,077 0,047 0,040 0,170

*MP = Muestra perdida.

Los rotiferos fueron aclimatados a las condiciones del set experimental durante cuatro
dias, manteniéndolos en un tanque de 50 I, con luz continua, y alimentados una vez al
inicio con Tetraselmis sp. a una concentracion final en el tanque de 500.000
células/ml. La alimentacion de los rotiferos durante este periodo fue siempre con
Tetraselmis sp., independientemente del tipo de fitoplancton con el cual se iba a
estimar la tasa de filtracion. Antes de la realizacidén del bioensayo, los rotiferos

fueron cosechados con malla de 60 pum, enjuagados con abundante agua de mar
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filtrada, y transferidos a vasos de precipitados de vidrio (2 | de capacidad) colocados
en las bandejas de agua a las temperaturas deseadas (24, 28 y 32°C = 1°C). Durante
las siguientes 12 horas de aclimatacion, los rotiferos fueron alimentados con el tipo y
la concentracion del fitoplancton con los cuales se llevara a cabo el bioensayo. Al
final de este periodo, los rotiferos fueron enjuagados con agua de mar filtrada y a la
misma temperatura a la que fueron aclimatados y se estimo su concentracion tomando
una muestra de 5 ml fijada con 0,03 ml de Lugol, por conteo con la ayuda de una
camara de Sedgewick-Rafter y un microscopio de luz. En base a esta concentracion,
se colocd un volumen adecuado del cultivo de rotiferos para lograr una concentracion
aproximada de 50 rotiferos/ml en los frascos que contenian 300 ml del cultivo del

fitoplancton a la concentracion deseada para el bioensayo.

3.3. ESTIMACION DE LAS TASAS DE ACLARAMIENTO E DE INGESTION:

De cada uno de los 12 frascos (seis con rotiferos y seis control), se tomaron 10 ml de
agua al inicio y de nuevo al final del bioensayo, que fueron fijados inmediatamente
con 0,06 ml de Lugol. Se estimé la concentracion del fitoplancton y de los rotiferos
en cada muestra con la ayuda de una camara de Sedgewick-Rafter y una reticula
calibrada situada en el ocular de un microscopio de luz, a una magnificacion de 100
X para los rotiferos y de 200 X para el fitoplancton (APHA et al., 1998). Las
concentraciones iniciales reales del fitoplancton se presentan en la Tabla 5, mientras

que las concentraciones iniciales de B. rotundiformis se presentan en la Tabla 6.
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Tabla5: Concentraciones iniciales (promedio + desviacién estandar de 36 replicas)
del fitoplancton para cada tipo y concentracion ensayados (expresadas en
10 células/ml).
Bioensayo Synechocystis sp.  Isochrysis sp. Tetraselmis sp.  Thalassiosira sp.
25.000/ml 304 28+ 3 24+£3 263
50.000/ml 48 £ 8 47+4 465 50+ 14
75.000/ml 66 + 10 82+12 80+8 79+9
100.000/ml 93+ 14 106 = 16 9%6+9 104 £ 10
100.000/ml 102+£8 102 £ 19 106 £ 8
250.000/ml 226 + 35 232+11 243 £ 21 267 £25
500.000/ml 474 + 41 466 + 40 500 + 28 526 + 36
2.000.000/ml 1.927 £ 235 1.732 £ 125 1971+ 117 2215175
3.000.000/ml 3.570 + 504
4.000.000/ml 4.965 + 902
5.000.000/ml 6.693 =+ 1.004 5.159 + 318 5.056 + 312 5.274 + 376
Tabla6: Concentraciones iniciales (promedio + desviacién estandar de las seis
replicas) de B. rotundiformis para cada bioensayo (expresadas en
rotiferos/ml).

. Synechocystis sp. Isochrysis sp.
Bioensayo 24°C 28°C 32°C 24°C 28°C 32°C
25.000/ml 49+8 56+ 6 477 2814 307 15+3
50.000/ml 68+ 8 755 37+12 25+5 20+£3 39+8
75.000/ml 54+ 14 103+ 18 58+ 11 156+16 135x11 147x23
100.000/ml 296 34+3 38x5 135+38 158+13 185x24
100.000/ml 56 = 6 48 +5 71+12
250.000/ml 393 404 256 42 + 14 54 +7 6121
500.000/ml 52+ 9 53+ 13 54+ 11 85* 89* 68*
2.000.000/ml 48+ 8 535 2815 65* 74* 112*
3.000.000/ml 50+4 63 £ 25 617
4.000.000/ml 618 49+9 5323
5.000.000/ml 47+ 10 427 60+9 69* 32* 32*

Tetraselmis sp. Thalassiosira sp.

24°C 28°C 32°C 24°C 28°C 32°C
25.000/ml 86 + 15 68 + 10 58+ 7 50+ 6 46+ 7 44 +7
50.000/ml 42 4 50+8 776 3H+3 436 436
75.000/ml 437 50+6 379 72+8 82+9 81+6
100.000/ml 50+ 10 3910 522 69+11 77 +13 92 +11
100.000/ml 48+8 507 97 £ 20 788 131 +£25 8514
250.000/ml 2518 56 £ 16 58 £ 15 85+ 11 123+20 11921
500.000/ml 91+18 64 £ 19 94+ 17 2819 32+5 3210
2.000.000/ml 76+ 14 47 £ 11 59 + 23 75+ 17 85+ 14 42 + 15
5.000.000/ml 13+9 24+ 11 29+ 10 79 £ 30 128 + 17 8110

*Se efectud un solo conteo.
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Debido a que las tasas de aclaramiento e ingestion de los rotiferos estan influenciadas
por el didmetro oral de los rotiferos y el tamafio de las particulas ingeridas
(Rothhaupt, 1990a), ambas medidas fueron estimadas sobre una muestra tomada al
azar al inicio de cada bioensayo. En el caso de los rotiferos, se midio6 el diametro oral
de 20 rotiferos (10 al inicio y 10 al final) para cada bioensayo realizado con
Synechocystis sp. y para los cuatro bioensayos realizados con las concentraciones mas
bajas en el caso de los tres otros tipos de fitoplancton (Tabla 7). Las mediciones se
realizaron con la ayuda de una cuadricula calibrada adaptada al ocular del
microscopio y a una magnificacion de 200 X. EIl diametro oral promedio fue de 86,8

+ 12,4 um con un coeficiente de variacion del 14%.

Tabla7: Promedio % desviacion estandar del diametro (n = 60) oral de B.

rotundiformis (expresado en pm).

Bioensayo Synechocystis sp.  Isochrysis sp. Tetraselmis sp.  Thalassiosira sp.
25.000/ml 834+11,3 88,3+114 90,8+ 13,0 77,3+138
50.000/ml 785+11,3 90,6 £12,2 90,1+12,2 78,8+9,1
75.000/ml 81,5+13,2 88,5+122 87,4+83 91,2+ 10,0
100.000/ml 84,6 +£10,8 919+127 899+74 92,1+9,0
250.000/ml 85,3+11,7 - - -
500.000/ml 83,8+12,3 - - -
2.000.000/ml 87,2+119 - - -
3.000.000/ml 92,7+13,0 - - -
4.000.000/ml 934+124 - - -
5.000.000/ml 83,4+11,3 - - -

El tamafio referencial del fitoplancton se expresa mediante el diametro esférico
equivalente o ESD para sus siglas en Inglés (Hansen et al., 1994). EI ESD se estimo

dividiendo el volumen del fitoplancton por un factor 0,523 y elevando el resultado a
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la potencia 0,33, lo que permite convertir particulas que no tienen una forma esférica
a una geometria equivalente a una esfera, facilitando la comparacion entre
fitoplancton de diferente formas (Hansen et al., 1997). Los volumenes de cada tipo

de fitoplancton fueron estimados en base a las siguientes ecuaciones:

. 2
Synechocystis sp. — Volumen de un cilindro = I1 x(%} x Alto;

3
i Di t
Isochrysis sp. — Volumen de una esfera = IT x(M] :

i - . IT x Largo x (Diimetro)2
Tetraselmis sp. — Volumen de un cilindro elipse = 5 ;

Thalassiosira sp. — Volumen de un cubo = (Ancho)S.

Las mediciones se realizaron sobre una muestra tomada al azar en uno de los seis
frascos control al inicio del bioensayo, con la ayuda de una cuadricula calibrada
adaptada al ocular del microscopio y a una magnificacién de 400 X. Un resumen de
los valores promedios encontrados en cada lote de fitoplancton se presenta en las
Tablas 8 y 9. Un andlisis estadistico (Kruskal-Wallis para datos no paramétricos)
identifico a cinco lotes en base al ESD (p<0,01), separando en un grupo a la mayoria
de los lotes de Synechocystis sp. e Isochrysis sp., en otro grupo a todos los lotes de

Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp., y en tres grupos los lotes restantes (Tabla 9).
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Promedio + desviacién estandar del volumen de cada lote de fitoplancton

Volumen (um®) Synechocystis sp.

Isochrysis sp.

Tetraselmis sp.

Thalassiosira sp.

25.000/ml 9,4+0,0 38,3+17,3 473,8 + 185,5 395,8 + 190,6
50.000/ml 9,7+1,0 44,1 £ 23,0 426,3 + 149,1 386,8 + 171,4
75.000/ml 9,5+0,6 59,7 + 29,6 4425+ 132,7 384,3+231,5
100.000/ml 94+172 51,5+ 29,4 4476 + 1925 393,9 + 216,1
100.000/ml - 40,4 + 18,4 292,7 + 115,9 322,0 £ 174,7
250.000/ml 9,7+1,0 50,9 + 19,5 365,0 + 122,3 322,0+174,7
500.000/ml 95+1,0 59,2 +21,4 317,3+127,1 333,5+170,5
2.000.000/ml 98+1,1 423+178 344,2 + 1146 325,7 + 188,6
3.000.000/ml 9,0+16 - - -
4.000.000/ml 9,4+0,8 - - -
5.000.000/ml 98+14 39,7+ 18,7 292,7 + 115,9 343,9 + 196,3
Tabla9: Promedio + desviacion estdndar del ESD para cada lote de fitoplancton
utilizado (expresado en pum).
ESD (um) Synechocystis sp.  Isochrysis sp. Tetraselmis sp.  Thalassiosira sp.
25.000/ml 2,6 +0,0° 4,0+0,6® 93+1,1° 8,7+ 1,4°
50.000/ml 2,6 +0,1% 4,2 +0,7% 9,0 +1,0° 8,7 +1,3°
75.000/ml 2,6 £ 0,0 4,6+0,8 9,2 +0,9° 8,5+ 1,6
100.000/ml 2,6+0,1® 44 +0,8° 9,1+1,3° 8,6+ 1,5
100.000/ml - 41+0,6® 79+1,0° 8,1+14¢
250.000/ml 2,6+0,1* 45+0,6® 8,6 +1,0° 8,1+1.4°
500.000/ml 2,6+0,1® 4,7+0,6° 81+1,1¢ 8,2+ 1,4¢
2.000.000/ml 2,6+0,1® 42 +0,6® 8,4+1,0° 8,1+15¢
3.000.000/ml 2,5+ 0,2% - - -
4.000.000/ml 2,6+0,1* - - -
5.000.000/ml 2,6+0,1® 41+0,6® 79+1,0° 8,2+ 15"

Promedios con diferentes letras son significativamente diferentes (Kruskal-Wallis para datos

no paramétricos).
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3.4. ANALISIS ESTADISTICOS Y DESCRIPCION MATEMATICA DE LA

TASA DE ACLARAMIENTO:

Se evalu6 por medio de una andlisis de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos,
las diferencias entre estaciones de muestreos de los promedios obtenidos para cada

grupo de fitoplancton y zooplancton identificado.

Los efectos principales de la temperatura, concentracion inicial del fitoplancton y tipo
de fitoplancton sobre las tasas generales de aclaramiento e ingestién fueron
explorados a través de una andlisis de varianza (ANOVA de una via) o su equivalente
para datos no paramétricos (Analisis de Kruskal-Wallis) en caso de no cumplir con el
requisito de homogeneidad de varianza. Después de esta exploracion inicial de los
datos, se evaluaron por separado el efecto de la temperatura y el efecto de la
concentracion inicial del fitoplancton dentro de cada tipo de fitoplancton ensayado,
sobre las tasas de aclaramiento e ingestion, a través de una analisis de varianza
(ANOVA de una via) o su equivalente para datos no paramétricos (Analisis de
Kruskal-Wallis) en caso de no cumplir con el requisito de homogeneidad de varianza.
En el caso del efecto de la temperatura se trabajé con tres niveles: 24, 28 y 32°C. En
el caso de la concentracion inicial del fitoplancton se trabajo con siete niveles de
acuerdo a los valores reales estimados: <50.000 células/ml, entre 50.000 y 75.000
células/ml, entre 75.000 y 100.000 células/ml, entre 100.000 y 300.000 células/ml,
entre 300.000 y 600.000 células/ml, entre 600.000 y 3.000.000 células/ml, y

>3.000.000 células/ml. Finalmente, para el efecto principal “tipo de fitoplancton” se
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trabajo con cuatro niveles, cada uno representando un tipo de fitoplancton ensayado.

Para poder determinar el tipo de respuesta funcional que mejor se ajustaba a la
evolucion de la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis en relacion con la
concentracion inicial del fitoplancton, para cada combinacién de tipo del fitoplancton
y temperatura evaluada, se procedié a graficar los datos y evaluar a varios escenarios.
En un primer escenario se transformo a todos los datos en base a logig y se estimé la
ecuacion de regresion lineal, lo que permitia verificar el ajuste de acuerdo al modelo
curvilineo. Los siguientes escenarios permitieron verificar el ajuste de acuerdo a los
modelos rectilineo y sigmoidal, estimando la ecuacion de regresion lineal sobre un
rango de datos no transformados y combinando con el resto de los datos
transformados en base a logip y estimacion de una segunda ecuacion de regresion
lineal. Se probd el escenario sobre varios rangos iniciales de datos no transformados
(de 0 a 30.000 células/ml, de 0 a 60.000 células/ml, de 0 a 90.000 células/ml, de 0 a
300.000 células/ml, de 0 a 600.000 células/ml, de 0 a 3.000.000 células/ml, y de 0 a
4.000.000 células/ml). La diferencia entre el modelo rectilineo y el modelo sigmoidal
se estim6 por medio de la pendiente de la primera regresion calculada. La
comparacion entre escenarios para estimar el mejor ajuste de las ecuaciones de
prediccidn se evalud a traves del calculo de tres pardmetros estadisticos:

(1) El coeficiente de determinacion (r?) o coeficiente de correlacion de Pearson que

varia entre 0,0 (baja prediccion) y 1,0 (buena prediccion):
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(2) EI coeficiente de eficiencia (E) desarrollado por Nash y Sutcliffe (1970) que

varia entre menos infinito (baja prediccién) y 1,0 (buena prediccion):

oo

E—

(3) El indice de ajuste (d) desarrollado por Willmott (1981) que varia entre menos

infinito (baja prediccion) y 1,0 (buena prediccion):

j-Bo-w]
£§(‘P‘ ~Oyon| [0 = O )]

+ ‘OI - Oprom

d=-"

Donde:
Oi y Pj es el valor observado o predecido por la regresion seleccionada;
Oprom Y Pprom €S €l valor promedio observado o predecido para el rango
de datos evaluados.
La combinacion de los mejores resultados para los tres pardmetros estadisticos dio el

mejor ajuste para el modelo considerado.
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4. RESULTADOS

4.1. EL PLANCTON DEL ESTUARIO DE PALMAR:

Las muestras de fitoplancton analizadas fueron dominadas por la presencia de
cianobacterias, con conteos fluctuando entre 11.480 y 429.486 células/ml y
representando en promedio el 98,2% de los conteos (Tabla 10). Las cianobacterias
coccoidales de pequefio tamafio fueron las mas abundantes, incluyendo al género
Synechocystis que por si solo representd entre 76 y 100% de los conteos totales de
fitoplancton. Se notd una tendencia hacia un incremento de estos representantes en
las muestras tomadas desde el canal saliendo del manglar, en comparacion con las
muestras provenientes del mar o del canal de entrada en el manglar (p=0,28). El otro
género representativo de las cianobacterias fue Oscillatoria con conteos que

fluctuaron entre 1.556 y 20.748 filamentos/ml.

El segundo grupo en importancia dentro de las muestras de fitoplancton fueron las
diatomeas, con conteos que fluctuaron entre 389 y 3.420 células/ml, equivalente en
promedio a 1,3% de los conteos (Tabla 10). Las diatomeas fueron representadas en
proporciones iguales por las Centrales y las Pennales, no presentaron diferencias
entre estaciones de muestreo (p=0,95) y se destaca la presencia de los géneros
Amphipora, Navicula, Nitzschia y Thalassiosira. El tercer grupo en importancia
fueron los dinoflagelados representados por los géneros Dinophysis (una muestra

proveniente del canal de entrada en el manglar) y Prorocentrum (en las tres
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estaciones de muestreo). Adicionalmente, se encontrd en una muestra proveniente

del mar el género Tetraselmis, representante de los Flagelados.

Tabla 10: Promedio * desviacion estandar de los conteos de fitoplancton encontrado
en el estuario de Palmar entre febrero y julio del 2007 (expresado en

individuos/ml).

Grupo Mar Entrada Manglar Salida Manglar p
Cianobacterias
Oscillatoria 6.916 + 14.155 1.556 + 1.626 9.932 + 15.176 0,37
Synechocystis 74.966 £ 81.267  88.450 + 103.800 266.070 + 403.018 0,28
Otras coccoidales 1.728 £ 2.044 4.010 +8.724 1.696 + 3.208 0,70
Diatomeas Centrales
Thalassiosira 160 + 392 490 + 692 65 + 159 0,07
Otras 247 + 285 1.723 +128 1.814+0 0,06
Diatomeas Pennales
Amphypora - 54 + 133 - 0,37
Navicula - 510+0 566 + 802 0,09
Nitzschia 494 +1.095 1.234 + 821 1.710 + 3.239 0,35
Otras 340 + 833 968 + 913 491 + 844 0,19
Dinoflagelados
Dinophysis - 59 + 133 - 0,37
Prorocentrum 1.287 +£ 2.186 - 454 +1.111 0,30
Otros
Tetraselmis 340 + 833 - - 0,37
TOTAL 87.718 + 95.052 97.097 £ 111.134 281.109 + 427.791

Promedios en una misma linea con diferentes letras son significativamente diferentes

El zooplancton fue representado por Ostracodos (62% de los conteos), Copépodos
(20%), Tintinados (13%), Nematodos (4%) y Rotiferos (0,5%) (Tabla 11). Se
encontrd un solo género de Ostracodo, sin poder encontrar diferencias significativas
entre estaciones de muestreo a pesar de los conteos mas altos en las muestras
provenientes del canal de entrada en el manglar (p=0,52). Los Tintinados fueron

representados por siete géneros, dominados por Eutintinnus, Favella, Rabdonella y
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Tintinnopsis. El género Eutintinnus fue presente en concentracién mas alta en las
muestras provenientes del mar en comparacion con las muestras provenientes del
canal de entrada en el manglar (p=0,03). EIl género Calanoides dominé los conteos
de Copépodos sin presentar diferencias entre las estaciones de muestreo (p=0,69). Al
nivel de los rotiferos, se encontrd B. plicatilis en dos muestras y B. rotundiformis en
una muestra proveniente del canal de entrada en el manglar.

Tabla 11: Promedio + Desviacion estandar de los conteos de zooplancton

encontrado en el estuario de Palmar entre febrero y julio del 2007

(expresado en individuos/I).

Grupo Mar Entrada Manglar Salida Manglar p
Ostracodos

Cipridina 1.000 + 1.265 60.000 + 85.489 1.833+4.021 0,52
Tintinados

Eutintinnus 7.833 +11.720° -2 667 +1.633"° 0,03

Favella 333 £ 816 500 + 837 333+516 0,85

Ptychocylis - 167 + 468 - 0,37

Rabdonella 333+816 1.167 + 1.602 333+516 0,44

Rabdonellopsis 167 + 408 - - 0,37

Tintinnopsis 167 + 408 333+816 833 +1.329 0,62

Tintinnus - 333 £ 816 167 + 408 0,59
Copépodos

Calanoides 4.500 £ 6.473 7.667 £ 6.802 7.333£6.088 0,69

Evadne - - 1.167 £ 2.858 0,37
Nematodos 1.667 £ 4.082 1.333+£2.338 1.333+1.211 0,41
Rotiferos

B. plicatilis 167 + 408 - 167 + 408 0,59

B. rotundiformis - 167 + 408 - 0,37
Otros

Zoea Brachyuran - 167 + 468 - 0,37
TOTAL 25.000 £ 27.408 74.333 £ 89.480 16.500 + 11.962

Promedios en una misma linea con diferentes letras son significativamente diferentes
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4.2. TASA DE ACLARAMIENTO Y TASA DE INGESTION DE B. rotundiformis:

4.2.1. Efectos de la temperatura, de la concentracion inicial del fitoplancton y

del tipo de fitoplancton:

La tasa de aclaramiento de B. rotundiformis fluctu6 entre 0.1 ul/h (dos muestras de
25.000 células/ml a 24°C y una a 28°C de Isochrysis sp., tres muestras a 24°C y tres
muestras a 28°C de 2.000.000 células/ml de Tetraselmis sp., y una muestra de
5.000.000 células/ml de Thalassiosira sp. a 24°C) y 24.8 pl/h (una muestra de
Thalassiosira sp. a 32°C y para una concentracion inicial de 100.000 células/ml). La
tasa de ingestion fluctud entre 0 células/min (dos muestras de 25.000 células/ml a
28°C, una muestra de 75.000 células/ml a 24°C y dos muestras de 75.000 células/ml a
28°C de Synechocystis sp.) y 287 células/min (una muestra de Synechocystis sp. a

32°C y para una concentracion inicial de 4.000.000 células/ml).

Independientemente del tipo de fitoplancton o de su concentracion, la tasa de
aclaramiento y la tasa de ingestion promedio fueron més altas a 32°C y mas bajas a
24°C, con valores intermediaros a 28°C (Tabla 12). EIl efecto de la concentracion
inicial del fitoplancton, independientemente de la temperatura o del tipo de
fitoplancton, fue opuesto para la tasa de aclaramiento y para la tasa de ingestion
(Tabla 13). Las tasas de aclaramiento méas altas fueron alcanzadas con las
concentraciones mas bajas de fitoplancton (entre 25.000 y 300.000 células/ml),
mientras que las tasas de ingestion mas altas corresponden a concentraciones iniciales

de fitoplancton mayores a 3.000.000 células/ml. Finalmente, al nivel del tipo de
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fitoplancton, las mayores tasas de aclaramiento promedio fueron alcanzadas con
Isochrysis sp. y Thalassiosira sp. (Tabla 14). Sin embargo, los promedios mas altos
para la tasa de ingestion fueron alcanzados con Synechocystis sp., Isochrysis sp., y

Thalassiosira sp.

Tabla 12: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura de las tasas de
aclaramiento (TA) e ingestion (T1), sin diferenciar por tipo de fitoplancton

0 concentracion inicial.

24°C 28°C 32°C p n
TA (ul/hirotifero) 51+5,0° 6,0 + 5,9 73+69° <0001 663
TI (células/min/rotifero) 20 + 33° 22 + 37® 28 + 47" 0,012 663

Promedios en una misma linea con diferentes letras son significativamente diferentes

Tabla 13: Promedios (+ desviaciones estandares) por concentracion inicial del
fitoplancton de las tasas de aclaramiento (TA) e ingestion (TI), sin

diferenciar por tipo de fitoplancton o temperatura.

TA (ul/h/rotifero) TI (células/min/rotifero)

0 — 50.000 células/ml 10,1 +5,7° 4+ 28

50.000 — 75.000 células/ml 7,6 £6,5° 5+ 5%

75.000 — 100.000 células/ml 84+772° g+7°

100.000 — 300.000 células/ml 7,9+5,8° 14 +12°
300.000 — 600.000 células/ml 29+17° 15 + 8°
600.000 — 3.000.000 células/ml 2,0+27° 44 + 58°
>3.000.000 células/ml 1,3+1,2° 72 +61°
P <0,001 <0,001
n 663 663

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes.
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Tabla 14: Promedios (+ desviaciones estdndares) por tipo de fitoplancton de las tasas
de aclaramiento (TA) e ingestion (TI), sin diferenciar por temperatura o

concentracion inicial del fitoplancton.

TA (ul/h/rotifero) TI (células/min/rotifero)

Synechocystis sp. 27+16° 52 + 67"
Isochrysis sp. 76+5.2° 14 + 8°
Tetraselmis sp. 5,5+ 6,6° 9+8
Thalassiosira sp. 92+71° 14+ 7°
0 <0,001 <0,001
n 663 663

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes.

4.2.2. Tasa de aclaramiento y tasa de ingestion estimadas con Synechocystis sp.:

La tasa de aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Synechocystis sp. fluctuo
entre 0,3 pl/h (5.795.918 células/ml a 24°C) y 11,3 pl/h (1.877.551 células/ml a
32°C), mientras que la tasa de ingestion se encontrd entre 0 célula/min (22.284,
28.022 y 56.599 células/ml a 24°C, y 51.020, 54.966 y 59.475 células/ml a 28°C) y
287 células/min (5.591.837 células/ml a 32°C). Independientemente de la
concentracion inicial, no hubo efecto de la temperatura sobre ambas tasas (Tablas 15
y 16). Sin embargo, analizando los datos separadamente en cada rango de
concentraciones iniciales considerado, ambas tasas tienden a ser més altas a 32°C en
comparacion con 24°C. El efecto de la concentracion inicial de Synechocystis sp. fue
muy marcado sobre la tasa de aclaramiento, asi como sobre la tasa de ingestion
(p<0,001 en todos los casos). Las tasas de aclaramiento mas altas corresponden a
concentraciones iniciales de entre 300.000 y 3.000.000 de ceélulas/ml (Tabla 15),

mientras que las tasas de ingestion més altas fueron asociadas con concentraciones
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Tabla 15: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion

inicial del fitoplancton, de las tasas de aclaramiento estimadas con

Synechocystis sp.
Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
22+ 050*** 19+04%* 3241 1% 2,5+0,9%
22.283 — 45.805 (n=10) b (n=11) (n=12) b 0,002 (n=33)
al a a
51.020 — 74.212 1’8(ni=g’)9 1’%;%6 1,s(an:;g),3 0,090 1’(?132%)7
1,7+0,3%* 22+05%* 334070 2,5+0,8"
75.695 — 93.424 (n=4) (n=5) b (n=6) 0,001 (n=15)
. 1,9 + 0,5%- b
1,6 +0,6%* e 2,6 + 0,9 ** 20+0,7°
102.041 — 230.612 s Ferkesk s 0,027 P
(n=7) (n=7) (n=6) (n=20)
2,7+0,7%* 32+087*** 42+0,7%* 3,4+1,0%
394,557 — 517.007 (n=6) b (n=6)d (”:6)d 0,008 (n=18)
42+1,9°* 59+08%* 86+2,0%** 6,1+2,3°
1.523.810 — 2.367.347 (n=7) (n=5) (n=6) 0,003 (n=18)
23+08° 25+07°  28+06® 2,3+0,7°
3.091.837 — 8.571.429 (n=17) (n=18) (n=18) 0,068 (n=53)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 22+13 24110 3520 0103
temperatura (n=60) (n=59) (n=60) ’

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).
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Tabla 16: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion
inicial del fitoplancton, de las tasas de ingestion estimadas con

Synechocystis sp.
Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
1+ Q*** 1+0%* 1+ 1% 1+1°
22.283 — 45.805 (n=10) (n=11) (n=12) 0,028 (n=33)
1+1° 1+0° 1+£0° 1+£1°
51.020 - 74.212 (n=92 (n:b3) (n=6) 0,064 (n=222
2 £0%* 2+ 17xx* 3+ 15%* 2+1°
75.695 — 93.424 (nzzt) (n:5b) (n:?) 0,014 (n=15b)
3+17* 4+£17* 7+ 20 4+2
102.041 — 230.612 (n=7)d (n=7)d (n=6) 0,003 (n=203
14+4 16+4 19+ 3° 16 + 4™
394.557 — 517.007 (n=6) (n=6) (n=6) 0,074 (n=18)
C c b cd
101 £45* 116 +22°* 184 +46™** 130 + 56
1.523.810 - 2.367.347 (n=7) (n=5) (n=6) b 0,007 (n=18) d
88 + 54°* 145 £ 45°* 152 + 24"* 123 + 46
3.091.837 — 8.571.429 (n=17) (n=18) (n=18) 0,040 (n=53)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 43 + 55 50 + 62 64 + 79 0.276
temperatura n= n= n= ’
60 59 60

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).

Para las tres temperaturas ensayadas, la respuesta funcional de la tasa de aclaramiento
de B. rotundiformis estimada con Synechocystis sp. se ajustd mejor a un modelo
sigmoidal (Fig. 4a, 4b y 4c). La tasa de aclaramiento incrementé a medida que se
incrementd la concentracion inicial del fitoplancton, hasta alcanzar un valor maximo
para una concentracion de +£3.000.000 células/ml, y después disminuir de manera
logaritmica (Tabla 17). Los coeficientes de ajuste fueron mejores para 28 y 32°C,

obteniendo en estos casos valores superiores a 0,700.
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Tabla 17: Ecuaciones de regresion y estimacion de los coeficientes de ajuste para los

ocho escenarios considerados, de la tasa de aclaramiento estimada con

Synechocystis sp. a 24, 28 'y 32°C.

Rango de . Coeficientes
concentraciones Ecuaciones r’ Eficiencia Ajuste
24°C
Todos los datos y=2,0816 ¢ ' 0,014 0,014 0,168
0 —30.000 y=-0,3798+1 10**
+30.000 =20716 10" 0,040 0,040 0,233
0 - 60.000 y=2,958-2 10°"
~60.000 y=2.3046¢5 17 0,153 0,153 0,512
0 —90.000 y=2,3578-710°*
£90.000 y=2.5026 &7 10" 0,051 0,051 0,278
0 —300.000 y=2,1812-4 10°*
5300.000 =3.7230 62107 0,132 0,132 0,452
0 — 600.000 y=1,8014+1 10°*
600,000 y—5.94166 10 0,134 0,134 0,476
0 —3.000.000 y=1,8489+1 10°*
>3.000.000 y=4,524 ¢*10 2437 2437 Af
0 — 4.000.000 y=2,0474+4107%
~4.000.000 Y= 7.6524 610 0,142 0,142 0,473
28°C
Todos los datos y=2,0436 ¢2 17X 0,021 0,021 0,159
0—30.000 y=0,3887+5 10°* Nosepuede o oo 0.226
>30.000 y=2,0907 ¢2 10X calcular ’ ’
0-60.000 y=2,5807-2 10" *
60,000 y=2.5078¢ 10" 0,148 0,090 0,522
0-90.000 y=1,8333-3 10°*
90,000 y—28761 & 10 0,022 -0,034 0,218
0—300.000 y=1,6598+1 10°*

107y 0,058 0,012 0,261
>300.000 y=4121¢
0 -600.000 y=2,2243+2 107"

107 0,079 0,076 0,320

>600.000 y=2,8425¢

Tabla 17 (continuacion)
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Rango de

Coeficientes

concentraciones Ecuaciones r’ Eficiencia Ajuste
0 — 3.000.000 y=1,6215+3 10°*

>3.000.000 y=2,9431 ¢ 10 0.828 0.823 0.0
0 — 4.000.000 y=2,0164+9 107~

+4.000.000 y—2.5651 10" 0,253 0,249 0,592
32°C

Todos los datos y=3.2404¢2'7* 0,016 0,016 0,152
0 —30.000 y=—18127+7 10°**

0 —60.000 y=4,0025-3 10°*

60,000 y=3.7618 &5 10" 0,078 0,078 0,346
0 —90.000 y=2,8259+9 107

>90000 y=4’3072 e—9 108x 0,011 0,011 0,074
0 — 300.000 y=2,8865-7 10"

5300.000 y—5.8911 ¢ 107> 0,023 0,023 0,133
0 — 600.000 y=2,6114+3 10°*

>600000 y= 8,4275 e—2 107 x 0,202 0,202 0,579
0 —3.000.000 y=2,6089+3 10°*

>3.000.000 y=3,5917 ¢7 10" 0.765 0.709 9915
0 —4.000.000 y=3,3194+510""*

>4.000.000 y=4,8742¢" 1" o7 o7 0925
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Figura 4: Respuesta de la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis a la concentracion

de Synechocystis sp. a 24°C (a), 28°C (b) y 32°C (c).
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4.2.3. Tasa de aclaramiento y tasa de ingestion estimadas con Isochrysis sp.:

La tasa de aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Isochrysis sp. fluctué entre
0,1 pul/h (4.653.061 y 4.748.299 células/ml a 24°C y 4.598.639 celulas/ml a 28°C) y
21,6 pl/h (89.796 células/ml a 28°C), mientras que la tasa de ingestion se encontrd
entre 2 células/min (23.324, 27.296 y 30.029 celulas/ml a 24°C, y 26,020 células/ml a
28°C) y 41 células/min (1.937.415 ceélulas/ml a 32°C). Independientemente de la
concentracion inicial, se observo un efecto general de la temperatura solamente sobre
la tasa de ingestion promedio, con valores mas altos a 28 y 32°C (Tabla 19).
Analizando los datos separadamente en cada rango de concentraciones iniciales
considerado, el efecto de la temperatura se manifestd solamente para las
concentraciones iniciales mayores a 300.000 células/ml (Tablas 18 y 19), obteniendo
tasas de aclaramiento y de ingestion mas altas a 32°C. El efecto de la concentracién
inicial de Isochrysis sp. fue muy marcado sobre la tasa de aclaramiento, asi como
sobre la tasa de ingestion (p<0,001 en todos los casos). Las tasas de aclaramiento
mas altas corresponden a las concentraciones iniciales menores a 300.000 células/ml,
mientras que las tasas de ingestion mas altas fueron asociadas con concentraciones

iniciales de entre 419.048 y 5.537.415 células/ml (Tabla 19).
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Tabla 18: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion
inicial del fitoplancton, de las tasas de aclaramiento estimadas con

Isochrysis sp.

Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
9,3+1,9° 11,4 +£3,7° 10,7 £1,8° 105+2,7°
23.324 — 49.887 (n=11) (n=11) (n=11) 0,205 (n=33)
102+2,9° 13,6+22° 12,4%° 12,0+2,7°
51.381 - 74.954 (n=3) (n=3) (n=1) 0,358 (n=7)
9,2+3,6° 12,5 +6,6° 12,1+4,2° 11,4 +5,0°
75.510 - 99.773 (n=9) b (n=9) b (n=12)b 0,292 (n:30)b
7,6 +4,8% 9,7 +3,6™ 9,9 +£34 9,0 +4,0”
100.680 — 246.939 ’ A ’ i ’ i 0,279 ’ ’
(n:132bc (n=132bc (nzlzaz)c (n=38) ab
42+05%* 52+0,37* 6,1+0,47** 52+0,9
419.048 — 514.286 ’ y ' ' ’ ’ 0,001 ’ ’
(n=6) (n=6) (n=6) S (n=18) a
05+£01"* 11+£0,17** 14%0,3™** 1,0+£04
1.559.184 - 2.087.075 ™ . ' ' ' ’ 0,001 ’ \
(n=6) . (n=6)a (n=6)a —_— (n=18) .
02+01"* 03+0,1"* 04x01"** 0301
4.598.639 — 5.537.415 (n=6) (n=6) (n=6) 0,001 (n=18)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 6,4+4,6 8,2+5,8 8,2+5,0 0.103
temperatura (n=54) (n=54) (n=54) ’

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).

Para las tres temperaturas ensayadas, la respuesta funcional de la tasa de aclaramiento
de B. rotundiformis estimada con Isochrysis sp. se ajustd mejor a un modelo
curvilineo, presentando una disminucion de tipo logaritmico a lo largo del rango
considerado para las concentraciones del fitoplancton (Fig. 5a, 5b y 5c). Los
coeficientes de ajuste fueron semejantes para las tres temperaturas ensayadas,

obteniendo valores mayores a 0,810 en todos los casos (Tabla 20).
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Tabla 19: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion
inicial del fitoplancton, de las tasas de ingestion estimadas para Isochrysis

sp.
Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
4+2° 5+3° 4+1° 4+2°
23.324 - 49.887 (n=11) (n=11) (n=11) | 0682 (n=33)
g+2% 9+2® 7+0% 8 +2°
51.381-74.954 (n=3) n=3) (1) 0,495 (0=7)
8+2° 12+6 11 + 4° 11+4
75.510 - 99.773 (n=9) (n=9) (1=12) 0,194 (n=30)
12 +5° 15+4 15+ 7% 14 + 6™
100.680 — 246.939 (n=13) (n=13) (n=12) | 0:162 (n=38)
22+ 3°* 25 + 3%* 31+£2°** | <0,001 26+ 4
419.048 — 514.286 (n=6) (n=6) m=6) | | (n-18)
1.559.184 — 11 + 3%= 23+ 4%+ 3] + 70%F% | 0001 21 + 10%
2.087.075 (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
4.598.639 — 14+ 4%% 17 5% 234 400w 0.007 18 + 6™
5.537.415 (n=6) (n=6) (n=6) S (n=18)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 11 + 6° 15+ 8" 16 + 10° 0.011
temperatura (n=54) (n=54) (n=54) ==

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).
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Tabla 20: Ecuaciones de regresion y estimacion de los coeficientes de ajuste para los

cuatro escenarios considerados, de la tasa de aclaramiento estimada con

Isochrysis sp. a 24, 28 y 32°C.

Rango de . Coeficientes
concentraciones Ecuaciones 2 e ciencia Ajiste
24°C

Todos los datos y=7,3841 %10 0.814 0814 0.946
0—30.000 y=0,8652-4 107"

>30’000 y:7,3316 e—8 107x 01482 01374 0,778
0 - 60,000 y=0,7789-3 107"

>60,000 y=6,5569 ¢*107x 0,829 0,027 0,785
0 —90,000 y=0,7452-3 107>

>90'000 y=5,5616 68 107x 01173 01173 0,532
28°C

Todos los datos y=9,8992 ¢® 107 0.871 0872 0.964
0 —30.000 y=0,9891-3 107"

>30.000 y=9,7499 ¢ 17 0,692 0,543 0,870
0 - 60.000 y=0,9538-3 107"

>60.000 y=92555 ¢* 107 0,488 0,573 0,820
0 - 90.000 y=0,9342-3 107"

>90000 y= 8,5941 68 107 x 07081 '21347 0,463
32°C

Todos los datos y=9,9449¢7 10 0.865 0866 0.963
0 —30.000 y=0,9913-3 107"

0 - 60.000 y=0,9775-3 107"

>60.000 y=9,4798¢° 0" 0,302 0,302 0674
0-90.000 y=0,9292-3 107>

>90000 y: 8’4957 e—6 107 x 0’199 01199 0,580
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Figura 5: Respuesta de la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis a la concentracion
de Isochrysis sp. a 24°C (a), 28°C (b) y 32°C (c).
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4.2.4. Tasa de aclaramiento y tasa de ingestion estimadas con Tetraselmis sp.:

La tasa de aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Tetraselmis sp. fluctud
entre 0,1 pl/h (1.858.503, 1.953.741 y 2.062.585 células/ml a 24°C y 1.828.571,
1.934.694 y 1.980.952 células/ml a 28°C) y 24,3 pl/h (21.141 células/ml a 32°C),
mientras que la tasa de ingestion se encontré entre 1 célula/min (71.429, 82.375,
82.449, 92,517 y 104.082 células/ml a 24°C, y 63.422 y 85.714 células/ml a 28°C) y
68 células/min (5.197.279 células/ml a 24°C). Independientemente de la
concentracion inicial, se observo un efecto general de la temperatura solamente sobre
la tasa de ingestion promedio, con valores mas altos a 24°C (Tabla 22). Sin embargo,
analizando los datos separadamente en cada rango de concentraciones iniciales
considerado, el efecto de la temperatura se manifestd de manera aleatoria (Tablas 21
y 22), obteniendo generalmente tasas de aclaramiento y tasas de ingestién mas altas a
28 y 32°C. El efecto de la concentracion inicial de Tetraselmis sp. fue muy marcado
sobre la tasa de aclaramiento, asi como sobre la tasa de ingestion (p<0,001 en todos
los casos). Las tasas de aclaramiento mas altas corresponden a las concentraciones
iniciales menores a 75.000 células/ml (Tabla 21), mientras que las tasas de ingestién
méas altas fueron asociadas con concentraciones iniciales mayores a 1.814.966

células/ml (Tabla 22).
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Tabla 21: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion
inicial del fitoplancton, de las tasas de aclaramiento estimadas con

Tetraselmis sp.

Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
c e- -
12,9 i 2,2°- 15,%(14_;3,5 17,7:_;4,2 155 + 3.9¢
20.110 — 48.499 0,007 (n=35)
(n=11) (n=12) (n=12) B
abc ab ab bed
se966-74954 GO0 MRS O8RY osst | 490
2,1+0,6°% 28+ 15%%** 49+ 6+ ** 3,3+2.2°
76.438 — 98.866 (n=11) b (n=12) (n=13) b 0,004 (n=36)
6,1 +6,5™ 32+12° 6,9 + 10,4° 53+6,7°
101.587 — 275.510 (n=11) (n=9) (n=7) 0,903 (n=27)
+ ab—* + b-** + ab—*** + ab
435,374 -540860 OO0 28T BERET MATOLT o001 | BT ES
02+01** 02+£0,1°* 1,1+0,6"** 0,5+0,6°
1.814.966 2146939 ™ ) (n=6) (n=6) 0,003 (n=18)
05+02° 04%02° 04%01° 0,4 +0,2°
4816327 -5.755.102 ot (n=6) (n=6) 0,288 (n=18)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 47+6,0 50+6,2 6,8+7,7 0.110
temperatura (n=54) (n=54) (n=53) ’

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).

Para las tres temperaturas ensayadas, el mejor ajuste de la respuesta funcional de la
tasa de aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Tetraselmis sp. se presento
para una combinacion de dos curvas con un valor de corte alrededor de 90.000
células/ml para 24 y 32°C vy alrededor de 30.000 células/ml para 28°C (Tabla 23).
Sin embargo, una evaluacion minuciosa de las pendientes encontré que presentaban
un valor negativo, indicando que el ajuste de la curva a los datos observados tenia una

tendencia a disminuir a medida que la concentracion inicial del fitoplancton
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incrementaba para estos rangos. Par tal razén se definié que la respuesta funcional

seguia un modelo curvilineo, presentando una disminucién logaritmica a lo largo del

rango considerado para las concentraciones del fitoplancton (Fig. 6a, 6b y 6c). En

este caso, los coeficientes de ajuste fueron mejores para 32°C, obteniendo valores

bajos para 24°C.

Tabla 22: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion

inicial del fitoplancton, de las tasas de ingestion estimadas con

Tetraselmis sp.

Concentracion

Promedio por

inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
5+ 2 6+ 3% 6+1° 5+ 2™
20.110 — 48.499 (1=11) (n=12) n=12) | OB | (n=3s)
3+3® 2+1° 4+ 4% 3+3®
2+ 1% 3 JFkwx 5 4 3% 3+2°
76.438 — 98.866 (n=11)b (”zlzb) (n=13) b 0,002 (n=36)
16 + 2%° 7+2 14 + 21° 12 + 16°
101.587 — 275.510 (n=11) (n=9) (n=7) 0,785 (n=27)
CE B E S S B A 6+ 2%
435.374 — 549.660 (n=6) (n=6) (n=6) <0,001 (n=18)
6+ 2% 5+ 2%0x 21 a9 11+ 9%
1.814.966 — 2.146.939 (n=6) (n=6) b (n=6)b 0,003 (”:18)d
43 + 20° 29 + 13 23+7 31+ 16
4.816.327 — 5.755.102 (n=6) (n=6) (n=6) 0,069 (n=18)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 11+ 16° 8+ 9% 10 + 10° 0.006
temperatura (n=54) (n=54) (n=53) —

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).



56

Tabla 23: Ecuaciones de regresion y estimacion de los coeficientes de ajuste para los

cuatro escenarios considerados, de la tasa de aclaramiento estimada con

Tetraselmis sp. a 24, 28 'y 32°C.

Rango de . Coeficientes
concentraciones Ecuaciones 2 e ciencia Ajiste
24°C

Todos los datos y=31261¢510" 0,283 0,313 0,644
0 - 30.000 y=0,376-2107*

>30.000 y=2.3768¢° 177 0,194 0,211 0,569
0 - 60.000 y=0,2301-2 107"

>60.000 y=1,6982¢7 107 0,082 0,061 0,319
0-—90.000 y=0,2184-2107"*

>90.000 y=1,652¢3 107 0.754 0.772 0,930
28°C

Todos los datos y=3,5473¢°10" 0,439 0,439 0.765
0 —30.000 y=0,4373-2 107"

>30.000 y=2,7372¢" 107 0,511 0,507 0,811
0 - 60.000 y=0,2769-2 107*

>60.000 y=1,0678¢5 1'% 0,041 0,021 0,219
0 —90.000 y=0,255-2 107 *

>90.000 y=1,7989¢" 107 x 0,326 0,334 0,687
32°C

Todos los datos y=5,7148¢° 107 0,559 0,559 0.842
0 —30.000 y=0,6532-2 107"

>30.000 y=4,5478¢" 107 x 0,192 0,092 0,552
0—60.000 y=0,5533-210""*

>60.000 y=3,567¢" 107 x 0,583 0,594 0,855
0—90.000 y=0,4507-210"*

>90.000 y=2,8229 e—4 107 x gl@ Q,@ 0,875
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Figura 6: Respuesta de la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis a la concentracion
de Tetraselmis sp. a 24°C (a), 28°C (b) y 32°C (c).
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4.2.5. Tasa de aclaramiento y tasa de ingestion estimadas con Thalassiosira sp.:

La tasa de aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Thalassiosira sp. fluctud
entre 0,1 pl/h (5.278.912 células/ml a 24°C) y 32,1 pl/h (93.424 células/ml a 32°C),
mientras que la tasa de ingestion se encontrd entre 2 células/min (22.284, 25.727 y
27.913 células/ml a 24°C, y 23.129 células/ml a 32°C) y 43 células/min (288.435
células/ml a 32°C). Independientemente de la concentracion inicial, hubo una
tendencia a obtener tasas de aclaramiento y de ingestion mas altas a medida que
incrementaba la temperatura, sin encontrar una diferencia estadistica marcada (Tablas
24 y 25). Sin embargo, analizando los datos separadamente en cada rango de
concentraciones iniciales considerado, el efecto de la temperatura se manifesté para
las concentraciones mas altas, obteniendo generalmente tasas de aclaramiento y tasas
de ingestion mas altas a 32°C en comparacién con 24°C y tasas intermedias a 28°C.
Se nota dos excepciones: una tasa de aclaramiento mayor a 28°C para una
concentracion inicial menor a 50.000 células/ml (Tabla 24) y una tasa de ingestion
mayor a 28°C para una concentracion inicial mayor a 3.000.000 células/ml (Tabla
25). El efecto de la concentracion inicial de Thalassiosira sp. fue muy marcado sobre
la tasa de aclaramiento, asi como sobre la tasa de ingestion (p<0,001 en todos los
casos). Las tasas de aclaramiento mas altas corresponden a las concentraciones
iniciales menores a 300.000 células/ml, mientras que las tasas de ingestién mas altas
fueron asociadas con concentraciones iniciales entre 75.000 y 600.000 células/ml y

para concentraciones mayores a 4.653.061 células/ml.
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Tabla 24: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion
inicial del fitoplancton, de las tasas de aclaramiento estimadas con

Thalassiosira sp.

Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
9,3+3,0"* 13,6 +25%** 12,5+ 2,6%**% 12,1+3.2°
20.816 — 48.980 (n=8) (n=12) (n=9) b 0,007 (n=29) b
14,7+2,2° 134+27% 163%22° 146 +2,6
51.020 — 74.212 (n=6) (n=6) (n=6) b 0,166 (n=18) b
13,1+2,0° 141+6,1*° 21,174 173+£7,0
76.438 — 98.866 (n=5) (n=5) (nle)b 0,085 (n=20) b
9,9+2,6%* 10,9 +4,5%* 14,5+ 52%** 115+44
101.587 — 293.878 (n=16) (n=13) (n=11) 0,020 (n=40)
15+£03°* 23+0,5%** 27 +1,0°** 2,2+0,8°
436.735 - 574.150 (n=6) b (n=62 (n:6)d 0.016 (n=18)
04+0,1"* 05%0,1"*** 0,7+0,17** 1,0+0,2°
1.795.918 — 2.448.980 (n=6) b (n=6)b (n=6) <0,001 (n=18)
03+0,1°* 0400 03+0,1°* 0,0+0,1%
4.653.061 —5.578.231 (n=6) (n=6) (n=6) 0,011 (n=18)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 75+6,0 8,8+6,0 11,1+9,0 0.056
temperatura (n=53) (n=54) (n=54) ’

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).

Para la temperatura de 24°C, el mejor ajuste de la respuesta funcional de la tasa de
aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Thalassiosira sp. se presentd para una
combinacion de dos curvas con un valor de corte alrededor de 60.000 células/ml
(Tabla 26). Sin embargo, una evaluacién minuciosa de la pendiente para la primera
ecuacion de regresion encontré que presentaba un valor negativo, indicando que el
ajuste de la curva a los datos observados tenia una tendencia a disminuir a medida
que la concentracion inicial del fitoplancton incrementaba hasta 60.000 células/ml.

Par tal razon se definio que la respuesta funcional seguia un modelo curvilineo (Fig.
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7a). Para las dos otras temperaturas ensayadas (28 y 32°C), la respuesta funcional de
la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis estimada con Thalassiosira sp. se ajustd
mejor a un modelo curvilineo, presentando una disminucion de tipo logaritmico a lo
largo del rango considerado para las concentraciones del fitoplancton (Fig. 7b y 7c¢).
Los coeficientes de ajuste fueron semejantes para las tres temperaturas ensayadas,

obteniendo valores mayores a 0,610 en todos los casos (Tabla 26).

Tabla 25: Promedios (+ desviaciones estandares) por temperatura y concentracion
inicial del fitoplancton, de las tasas de ingestion estimadas con

Thalassiosira sp.

Concentracion o o o Promedio por
inicial (células/ml) 24°C 28°C 32°C P concentracién
4+ 2° 5+2° 4+2° 5+2°
20.816 — 48.980 (n=8) b (n=12)b (n=9) b 0,103 (n=29)b
10 £ 1° 11+ 2° 11+ 3° 11+2
51.020 - 74.212 (n=6) b (n=6) b (n:6)b 0,755 (nzl%)d
12 +2° 14 + 6° 207 177>
76.438 — 98.866 (n=5k), (n:t?) (n=1(k))) 0,127 (n=20)d
16 +4™* 18 £ 77 *** 27 +117** 20+ 9
101.587 —293.878 (n=16) (n=13) (n=11) 0,050 (n=40)
10+ 3% 14 £3%%*x |54 30xx 13 + 4™
436.735 - 574.150 (n=6) (n=6) (n=6) 0,043 (n=18)
10 + 3% 10£2%* 15+ 30> 12 + 4"
1.795.918 — 2.448.980 (n:t?) (n:Gb) (n:G)b 0,013 (n=18)d
19+ 97 *** 22 4 FPx* 13 £ 1% 18 + 6°
4.653.061 - 5.578.231 (n=6) (n=6) (n=6) 0,007 (n=18)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promedio por 12+6 13+7 16 + 10 0.116
temperatura (n=53) (n=54) (n=54) ’

Promedios en una misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes
(efecto concentracién), mientras que promedios en una misma linea con diferente nimero de
(*) son significativamente diferentes (efecto temperatura).



61

Tabla 26: Ecuaciones de regresion y estimacion de los coeficientes de ajuste para los

cuatro escenarios considerados, de la tasa de aclaramiento estimada con

Thalassiosira sp. a 24, 28 y 32°C.

Rango de . Coeficientes
concentraciones Ecuaciones r’ Eficiencia Ajuste
24°C

Todos los datos y=8,0538¢7 107 0617 0,695 0.893
0 - 30.000 y=0,909-3 107*

>30.000 y=81096¢7 107 0,489 0,521 0,812
0 - 60.000 y=0,8353-3 107"

>60.000 y=7,1945¢7 107 0.719 0.792 0,938
0-—90.000 y=0,7962-3 10" *

>90000 y= 6’2517 ef7 107x 07421 01390 0,767
28°C

Todos los datos y=9,4842¢77107% 0.685 0722 0.910
0 —30.000 y=0,9515-310"*

>30.000 y=8,9331 677 107 x 01296 0,204 0,651
0 - 60.000 y=09119-3107*

>60.000 y=8,147 e’ 107x 0,146 0,145 0,429
0 —90.000 y=0,8538-310""

>90.000 y=71285¢7 10" 0,091 0,086 0,320
32°C

Todos los datos y=12,647¢° 0" 0.847 0820 0.950
0—30.000 y=1,1095-4 10""*

>30.000 y=12,853¢” 107 x 0,165 0,922 0,979
0 - 60.000 y=1,0879-4 107"

>60.000 y=12388¢°10 0,638 0,081 0,742
0—90.000 y=1,0309-4 10"*

>90000 y=10,715 e—9 107 x 01794 01766 0,933
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Figura 7: Respuesta de la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis a la concentracion
de Thalassiosira sp. a 24°C (a), 28°C (b) y 32°C (c).
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5. DISCUSION

5.1. EL PLANCTON DEL ESTUARIO DE PALMAR:

Ecuador tiene una diversidad alta de organismos peldgicos. Cruz et al. (2003)
reportan 601 especies diferentes de organismos pelagicos en el mar ecuatoriano,
donde dominan las diatomeas (295 especies reportadas) y los dinoflagelados (103
especies), seguidos por los tintinados (50 especies), coccolitoforidos (37 especies),
las cianobacterias (18 especies) y los foraminiferos planctonicos (17 especies). Los
estudios de identificacion del fitoplancton en estuarios del Ecuador (Golfo de
Guayaquil, Estero Salado, Canal de Cascajal, Estuario del rio Esmeraldas, Estuario
del rio San Lorenzo) describen a representantes con tamafio superior a 50 um, donde
dominan las diatomeas, los dinoflagelados y los coccolitoforidos, y aparecen en
concentraciones menores a representantes grandes de las cianobacterias y de las algas
verdes (Jiménez y Pesantez, 1978; Jiménez y Bonilla, 1980; Coello y Moya, 1999;

Tapia, 2001; Naranjo y Tapia, 2002).

La composicion fitoplanctonica del estuario de Palmar fue netamente dominada por
un representante pequefio de las cianobacterias (Synechocystis sp.), sin embargo, se
observo también la presencia de diatomeas en todas las muestras y estaciones
muestreadas, asi como de dinoflagelados y flagelados en algunas muestras,
coincidiendo para la descripcion de los representantes de mayor tamafio con los

estudios arriba mencionados. Sin embargo, el picoplancton es un componente ubicuo
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y abundante de las comunidades de plancton de los ecosistemas tanto marinos como
costeros (Schmidt y Joénasdottir, 1997; Agawin et al., 2000). Las cianobacterias
coccoidales de tamafio menor a 2 pum contribuyen significantemente al total de la
biomasa de las comunidades fitoplanctonicas, y en océanos oligotroficos pueden ser
responsables del 80-90% del total diario de la produccion de carbono organico

(lturriaga y Mitchell, 1986; Stockner, 1988; Olson et al., 1990).

En la zona fotica de los océanos, las cianobacterias coccoidales estan presentes en
concentraciones de 10° a 10* células/ml y pueden constituir cerca del 20% del total de
la biomasa del bacterioplancton y entre el 6 y 15% del total del plancton (Johnson y
Sieburth, 1979; Li, 1998.) Un estudio realizado en el Océano Pacifico y en el
Atlantico Norte encontrd que Synechococcus sp. contribuye con mas de la mitad de la
produccién primaria de la columna del agua y se encuentra en concentraciones
promedio de 25.000 células/ml (Olson et al., 1990). Las mayores concentraciones
reportadas para el estuario de Palmar (>75.000 células/ml) puede deberse a las
condiciones eutroficas del estuario, el lento proceso de recambio de agua del estuario
y las descargas de los efluentes de las camaroneras situadas alrededor del estuario que
podrian incrementar la disponibilidad en nutrientes, factor que favorece las altas
concentraciones de cianobacterias (Duarte et al., 1992; Kozlowsky-Suzuky y Bozelli,

2002; Yusoff et al., 2002).
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Varios estudios reportan que los copépodos dominan la composicion del zooplancton
en los estuarios del Ecuador, representando hasta un 80% de los conteos totales, y
describen en menor proporcion la presencia de representantes de los rotiferos,
cladoceros, quetognatos, tintinados, y larvas de peces (Jiménez y Bonilla, 1980;
Bonilla, 1990; Luzuriaga et al., 1998; Coello y Moya, 1999; Naranjo y Tapia, 2002).
Ningun estudio menciona a la presencia de nematodos y ostracodos, por ser mas
asociados con el bentos que con el plancton, sin embargo, son organismos comunes
de los ecosistemas costeros marinos y pueden encontrarse en la columna de agua de
sistemas de poca profundidad, como es el caso de las estaciones de muestreo del

estuario de Palmar.

Las cianobacterias coccoidales que forman parte del picoplancton son generalmente
ingeridas por flagelados, ciliados, rotiferos y tintinados, contribuyendo asi al flujo de
energia hacia los niveles tréficos superiores (lturriaga y Mitchell, 1986; Stockner,
1988; Olson et al., 1990; Hirose et al., 2008). Estos representantes del fitoplancton
no son aprovechado directamente por los copépodos, por tener un pequefio tamafio
que no facilita su retencidén, pero influencian de manera indirecta a este
mesozooplancton a través de su pastoreo sobre los consumidores intermediarios
mencionados arriba (Calbet y Landry, 1999). lturriaga y Mitchell (1986) estiman que
un 30 a 40% de la biomasa de las cianobacterias es consumido diariamente en
sistemas marinos. Los rotiferos estan en capacidad de ingerir particulas de entre 1y 5

um (Bogdan y Gilbert, 1984) y son considerados como los mayores depredadores del
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picoplancton en lagos oligotroficos y sistemas costeros por presentar tasas de

pastoreo muy altas (Stockner, 1988; Kozlowsky-Suzuky y Bozelli, 2002).

5.2. TASA DE ACLARAMIENTO Y TASA DE INGESTION DE B. rotundiformis:

Se encontraron tasas de aclaramiento méximas en el orden de 30 pl/h para
Thalassiosira sp., 20-25 ul/h para Isochrysis sp. y Tetraselmis sp., y 10-12 ul/h para
Synechocystis sp. Estos valores son mas altos que los reportados en la literatura. Por
ejemplo, Navarro (1999) reporta una tasa de aclaramiento maxima en el orden de 3-5
pl/h para B. rotundiformis. La diferencia puede deberse al hecho que los
experimentos reportados por Navarro (1999) fueron realizados a 25°C, mientras que
los méaximos encontrados en el presente estudios coinciden con una temperatura del
agua de 32 + 1°C. De hecho, los resultados de los bioensayos confirman que la tasa
de aclaramiento varia de acuerdo a la temperatura del agua, encontrando en general
valores mayores a 32°C en comparacion con 24°C. Eso podria explicar porque se
observa un mejor crecimiento de B. rotundiformis para una temperatura del agua de
entre 28 y 35°C (Dhert, 1996). Ademas, los resultados confirman que la tasa de

aclaramiento fue mas variables a temperatura mas baja (Montagnes et al., 2001).

Las tasas de ingestion maximas fueron de 287 células/min para Synechocystis sp., 65
a 70 células/min para Tetraselmis sp., y entre 40 y 45 células/min para Isochrysis sp.
y Thalassiosira sp. En los ultimos tres casos, los valores se encuentran dentro de los

rangos reportados en la literatura, de entre 30-40 células/min (Montagnes et al., 2001)
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y 120-150 células/min (Navarro, 1999; Hotos, 2003). Como fue para la tasa de
aclaramiento, los resultados de los bioensayos confirman que la tasa de ingestion
varia de acuerdo a la temperatura del agua, encontrando en general valores mayores a
32°C en comparacion con 24°C. Sin embargo, los datos de la tasa de ingestion
fueron mas variables y no fue siempre posible determinar un efecto de la temperatura

para el rango ensayado (24 a 32°C).

Brachionus sp. ha mostrado tener eficiencias alimenticias dependientes del tamafio de
la particula ofrecida como alimento, cuyo rango de retencion abarca particulas de
entre 1 ym y 15 pm, siendo el tamafio 6ptimo de 8 um de Diadmetro Esférico
Equivalente (ESD) (Rothhaupt, 1990a). Ademas, diferentes especies o cepas de
rotiferos exhiben diferentes niveles de preferencia para el tamafio de las particulas de
acuerdo a su diametro oral. Por ejemplo, Rothhaupt (1990a,b) reporta un tamafio
Optimo para particulas a ser ingeridas de ~5 um ESD para B. rubens cepa F con un
diametro oral promedio de 120-180 um y de ~10 um ESD para B. rubens cepa B con
un diametro oral promedio de 200-260 pum. La cepa de R. rotundiformis utilizada en
el presente estudio tiene un diametro oral promedio de 86,8 £ 12,4 um y present6 una
mayor tasa de aclaramiento promedio con Isochrysis sp. (4,3 £ 0,7 um ESD) y
Thalassiosira sp. (8,3 £ 1,5 um ESD). La tasa de aclaramiento promedio fue menor
para Tetraselmis sp. (8,6 £ 1,2 um ESD) a pesar de presentar un ESD similar al de
Thalassiosira sp. En el caso de la tasa de ingestion, los valores promedio méas altos

se encontraron con Synechocystis sp. (2,6 £ 0,1 um ESD), Isochrysis sp. y
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Thalassiosira sp. La asociacion de Synechocystis sp. dentro del grupo de fitoplancton
donde se exhibieron las mayores tasas de ingestion pero no para la tasa de
aclaramiento, puede deberse a la habilidad de los rotiferos de colectar y procesar
numerosas células pequefias simultdneamente sin interferencia entre las particulas y

el proceso de alimentacién (Rothhaupt 1990b).

Otro factor importante en determinar las tasas de aclaramiento e ingestion de los
rotiferos, es la concentracion de la presa (Rothhaupt, 1990a). Los resultados de la
tasa de ingestion son parecidos para los cuatro tipos de fitoplancton ensayados, con
valores mayores correspondiendo a concentraciones del fitoplancton mayores a
3.000.000 células/ml. Sin embargo, en el caso de la tasa de aclaramiento, los
resultados del presente estudio se diferencian de acuerdo al tipo de fitoplancton
ensayado. Se reportan tasas de aclaramiento mas altas para las concentraciones
menores a 300.000 células/ml para Isochrysis sp., Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp.,
coincidiendo con los trabajos de Hansen et al. (1997), Navarro (1999), Montagnes et
al. (2001), y Hotos (2003). Mientras que los resultados obtenidos con Synechocystis
sp. dan tasas de aclaramiento mas altas para una concentracién del fitoplancton de

entre 300.000 y 3.000.000 células/ml.

Estos resultados fueron confirmados al momento de estimar el mejor ajuste de la
respuesta funcional de la tasa de aclaramiento de B. rotundiformis.

Independientemente de la temperatura, el modelo curvilineo resultd ser el mejor
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ajuste para lIsochrysis sp., Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp., indicando que la tasa
de aclaramiento disminuye a medida que incrementa la concentracion de la presa
desde 25.000 hasta 5.000.000 células/ml. EI modelo curvilineo representa un patrén
tipico de la interferencia de la concentracion de las particulas con el proceso de
filtracion (Rothhaupt, 1990a).  Estos resultados concuerdan con los resultados
obtenidos por Rothhaupt (1990b), Hansen et al. (1997), Navarro (1999), Ciros-Perez
et al. (2001) y Montagnes et al. (2001) y asociados con varias especies y cepas de
Brachionus. En el caso de Synechocystis sp., la tasa de aclaramiento a las tres
temperaturas se ajusta mejor al modelo sigmoidal de respuesta funcional, el cual se
caracteriza por exhibir una tasa maxima a concentraciones intermedias de alimento.
Estos resultados coinciden con Hotos (2003) y Fussman et al. (2005) trabajando con

B. plicatilis y B. calyciflorus, respectivamente.

Los patrones de respuesta funcional determinan como los depredadores influencian y
estan influenciados por el medio. Para el genero Brachionus, se han reportado los
tres tipos de respuesta funcional y generalmente el mejor ajuste esta en funcién del
tamafio de las particulas. Cada especie de Brachionus tiene un tamafio 6ptimo de
particulas para el cual se ajusta mejor el modelo curvilineo y para tamafios mayores 0
menores se ajustan mejor los modelos rectilineo y sigmoidal (Rothhaupt, 1990b). El
modelo sigmoidal indica también que por debajo de una concentracidn critica en
alimento (reportada alrededor de 10.000 células/ml en el caso de los rotiferos), las

poblaciones naturales podrian estar limitadas y controladas por la disponibilidad de
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recursos (control de tipo “Bottom-up”) antes que por la depredacion (Montagnes et
al., 2001). Lo que podia significar que a pesar de ser muy abundante en el estuario de
Palmar, Synechocystis sp. no estaria en capacidad de proveer una buena fuente de
alimento a los rotiferos, lo que daria una ventaja competitiva a representantes del
zooplancton mejor preparados para filtrar y aprovechar de este tipo de recursos, tales

como los ciliados y tintinados (Christaki et al., 1999; Dolan et al., 2003).
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6. CONCLUSIONES

El fitoplancton del estuario de Palmar es dominando por Synechocystis sp., una
cianobacteria coccoidal del picoplancton, representando entre 76 y 100% de los
conteos totales.

El zooplancton del estuario de Palmar es representado por ostracodos (62% de
los conteos), copépodos (20%), tintinados (13%), nematodos (4%) y rotiferos
(0,5%).

La tasa de aclaramiento de B. rotundiformis fluctué entre 0,1 y 24,8 ul/h,
mientras que la tasa de ingestion fluctud entre 0 y 287 células/min.

Se encontraron tasas de aclaramiento maximas en el orden de 30 pl/h para
Thalassiosira sp., 20-25 pl/h para Isochrysis sp. y Tetraselmis sp., y 10-12 pl/h
para Synechocystis sp., mas altas que las reportadas en la literatura.

Las tasas de ingestion maximas fueron de 287 células/min para Synechocystis
sp., 65 a 70 células/min para Tetraselmis sp., y entre 40 y 45 células/min para
Isochrysis sp. y Thalassiosira sp.

La tasa de aclaramiento y la tasa de ingestion fueron en general mas altas a 32°C
en comparacion con 24°C.

El efecto de la concentracion del fitoplancton sobre la tasa de aclaramiento fue
diferente de acuerdo al tipo de fitoplancton ensayado. Se reportan tasas de
aclaramiento maés altas para las concentraciones menores a 300.000 células/ml

para lIsochrysis sp., Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp. Mientras que los
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resultados obtenidos con Synechocystis sp. dan tasas de aclaramiento mas altas
para una concentracion del fitoplancton de entre 300.000 y 3.000.000 células/ml.
El efecto de la concentracion del fitoplancton sobre la tasa de ingestion fue
similar para los cuatro tipos de fitoplancton, encontrando valores mayores para
concentraciones del fitoplancton mayores a 3.000.000 células/ml.

El tipo de respuesta funcional de las tasas de filtracion determinadas con
Isochrysis sp., Tetraselmis sp. y Thalassiosira sp. se ajusta al modelo curvilineo,

mientras que el modelo sigmoidal se ajusta mejor en el caso de Synechocystis sp.
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7. RECOMENDACIONES

En vista que los rotiferos no son el grupo dominante dentro del zooplancton
herbivoro del estuario de Palmar, se recomienda continuar el estudio con
Calanoides sp., un representante herbivoro de los copépodos, y con los
representantes mas abundantes de los tintinados, para determinar su capacidad en
filtrar el fitoplancton y su participacion en la transferencia de energia hacia los

niveles troficos superiores.

Dado la abundancia de los ostracodos dentro del zooplancton del estuario de
Palmar, se recomienda investigar su rol y posicion dentro de la trama trofica del

estuario.

En base a los datos presentados aqui y los resultados de los estudios arriba
recomendados, se podrd elaborar un modelo mateméatico completo para

determinar el rol ecolégico del zooplancton en el estuario de Palmar.
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