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Abstract: Population growth rate of the rotifer Brachionus rotundiformis (Rotifera: Brachionidae) in
two-stage chemostat. The population growth rates of Brachionus rotundiformis were estimated in two-stage
chemostat cultures. Chlorella sorokiniana was supplied continuously from a steady state culture growing with
constant illumination on limiting nitrate. Rotifer growth in the second stage was limited by the rate of algal
supply. The algal supply rate and rotifer population growth rate were determined by the second-stage dilution
rate. The maximum population growth rate in the transient state of B. rotundiformis (1.96 day™') was observed
at 2.5 x 10° cel/ml of the algae whereas in the steady state the maximum population growth rate (1.09 day™)
was similar to the point Hopf’s bifurcation predicted by Fussmann and was observed at 1 x 10° cel/ml of the
algae. In the transient state, the rotifer’s growth rate increased and the duplication time decreased at higher algal
concentrations, until reaching a peak where the population growth rate begins to decrease. In the steady state,
the opposite was true. The growth rates observed in this work are among the highest recorded for this rotifer in
continuous cultures. Rev. Biol. Trop. 56 (3): 1149-1157. Epub 2008 September 30.

Keywords: Brachionus, chemostat, population growth rate, transient state, steady state, Hopf’s bifurcation,

food concentration.

Los rotiferos han sido los unicos metazoos
exitosamente cultivados en quimiostatos donde
el alimento es suministrado continuamente a la
poblaciéon objeto de estudio y el crecimiento
poblacional se encuentra determinado por la
tasa a la cual el nutriente limitante es sumin-
istrado al envase de cultivo. Esencialmente, el
quimiostato opera proporcionando a los organ-
ismos un ambiente constante donde la tasa de
crecimiento especifica puede ser controlada por
la tasa de dilucion D, siendo la densidad pobla-
cional la variable dependiente. Hasta ahora, los
grandes tiempos generacionales, de otros organ-
ismos del plancton como los cladoceros, han
impedido su cultivo en los sistemas de cultivo
continuo. Los quimiostatos para rotiferos han
sido ampliamente usados en aplicaciones prac-
ticas. Existe abundante literatura relacionada
con el cultivo de rotiferos aunque solo algunas
especies de Brachionus y Keratella cochlearis

han sido usadas en estos sistemas debido a los
excelentes atributos que poseen ambos taxones
para ser cultivados (Boraas 1983, Walz 1983,
Rothhaupt 1985, Walz 1993). Los modelos
matematicos basados en la cinética de Monod
explicitamente definen el crecimiento de un
organismo en términos del recurso alimentario
limitante, con el consumo acercandose a una
asintota al incrementar la concentracion del
nutriente o alimento limitante (Boraas 1983,
McNair et al. 1998, Fussmann et al. 2000).
Dentro de los parametros que son necesa-
rios conocer en la mayoria de los modelos y
necesario en el cultivo de organismos como
Brachionus, se encuentra la tasa de crecimiento
poblacional, pardmetro que mide la tasa neta
de cambio del tamafio poblacional y representa
el balance entre adicion por reproduccion y
pérdidas por mortalidad. Este parametro solo o
en conjunto con otros nos da informacion para
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poder entender las causas de los cambios en los
tamafios de las poblaciones. Mas aun, la tasa
de crecimiento poblacional sintetiza todos los
parametros de las tablas de vida, porque combi-
na supervivencia, fecundidad, tiempo de desar-
rollo y reproduccion (Miracle y Serra 1989).
Dentro del género Brachionus se encuentra
la especie plicatilis, que segun Segers (1995)
y aceptado ampliamente, comprende en reali-
dad dos especies curihalinas, una denominada
tipo S (pequefia), conocida también como
Brachionus rotundiformis 'y otra denominada
tipo L (grande) que seria Brachionus plicatilis.
En particular presentan cariotipos distintos,
segin Rumengan et al. (1991), Brachionus
tipo S el nimero de cromosomas es (n= 25)
y Brachionus tipo L es (n =22). El crecimien-
to de B. plicatilis y B. rotundiformis se ve
afectado principalmente por factores abidticos
como la temperatura y la salinidad (Yufera et
al. 1997, Fielder et al. 2000, Gama-Flores et
al. 2005) asi como por la calidad y cantidad
de alimento (Maruyama et al. 1997, Hoff y
Snell 1999). El estudio del efecto del alimento
sobre el crecimiento de los rotiferos del género
Brachionus ha sido ampliamente estudiado
tanto en cultivos cerrados (Sarma et al. 2001,
Fernandez-Araiza et al. 2005) como en abier-
tos (Abu Rezk et al. 1997, Fu et al. 1997) en
cepas provenientes de las zonas subtropicales.
La cantidad de alimento ha sido considerada
el factor mas significativo que determina el
tamafio poblacional ya que sometido a niveles
variables de alimento Brachionus plicatilis
cambia sus patrones reproductivos y la dura-
cion de su vida (Yoshinaga et al. 2000). Ahora
bien, mientras que el concepto de tasa de cre-
cimiento poblacional ha sido de importancia
central en el desarrollo de la teoria de la dina-
mica de poblaciones, pocos estudios empiricos
han considerado la variacion temporal de este
parametro poblacional en detalle. Con el fin
de estudiar la variacion temporal de la tasa de
crecimiento poblacional y el efecto que sobre la
misma ejerce la cantidad de alimento el objeti-
vo de este trabajo fue estimar las tasas de cre-
cimiento poblacionales en estado de transicion
y en estado estacionario de B. rotundiformis a

diferentes densidades del alga Chlorella soroki-
niana en un quimiostato de dos camaras.

MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos fueron realizados
usando el rotifero tipo S, Brachionus rotundi-
Jformis (longitud lorica: 72,5 u - 235 w; ancho
lorica 52,5 w - 162,5 w, n = 386) aislado de
una laguna salina temporal en la zona costera
del Lago de Maracaibo y el alga Chlorella
sorokiniana, también aislada de cuerpos de
agua de la zona (Moronta 2001), a 6 %o de
salinidad, 25 °C y 2000 lux, en un quimiostato
de dos camaras (Boraas 1983) construido en
el laboratorio y ubicado dentro de un gabinete
ambiental que permitié controlar la tempera-
tura y la intensidad de la luz. La camara del
alga (1), con una capacidad de 500 ml y la
camara del rotifero (2) con una capacidad de
250 ml. Las densidades de Chlorella utiliza-
das fueron 12x10°, 2.5x10°, 1.5x10°, 1x10°,
0.6x10° y 0.4x10% cél/ml porque mediciones
previas de la tasa de filtracion de B. rotundi-
firmis permitieron establecer que alrededor de
1x10° cél/ml de C. sorokiniana se encuentra la
concentracion optima de esta alga para el rotif-
ero. Chlorella estuvo limitada por nitrogeno
(NO; = 1.47 mM/L) y fue cultivada en el
medio de Rodriguez-Loépez et al. (1980). El
inoculo de Brachionus usado fue 300 ind/ml,
el cual era introducido en la camara de 250
ml al inicio de cada experimento. Diariamente
se realizaron conteos tanto del alga en ambas
camaras como del rotifero. Para el conteo del
alga se utilizé una camara de Neubauer y para
el conteo del rotifero una camara de Sedgwick-
Rafter. Ademas se cuantifico el nimero de
huevos por hembra del rotifero y se asigno
cada individuo a una de tres categorias de edad
(huevo, joven, adulto) a partir de la obser-
vacion previa de cohortes en cultivos cerrados.
Las tasas de dilucion fueron sincronizadas con
las tasas de crecimiento poblacional mediante
una bomba peristaltica de vias multiples. Los
experimentos tuvieron un tiempo de duracion
aproximadamente de dos semanas hasta que
se estabilizara el crecimiento del rotifero. Las
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tasas de crecimiento poblacionales en la fase de
transicion fueron calculadas usando regresion
lineal del In (Tamafio poblacional) (Graham
y Wilcox 2000). Las tasas de crecimiento en
estado estacionario fueron estimadas a partir
del calculo de las tasas de dilucion en la camara
2 del quimiostato. El estado estacionario es la
zona de la curva poblacional relativamente apla-
nada que se alcanza en el quimiostato después
del estado inicial de transicion. Para comprobar
estadisticamente la estacionariedad en tales
zonas se realizé un analisis de las funciones de
autocorrelacion de las series temporales de las
curvas poblacionales, aun cuando los tamafios
muestrales no fueron los recomendados para
este tipo de analisis. En tal sentido y de manera
complementaria se analizaron los coeficientes
de variacion de las mismas zonas de la curvas
utilizados por algunos autores para determinar
el grado de estabilidad de la fase estacionaria
(Boraas 1983, Fussmann et al. 2000).

RESULTADOS

La Figura 1 muestra los resultados de la
evolucion temporal del alga y del rotifero de
todos los experimentos realizados en el quimi-
ostato. B. rotundiformis mostré un incremento
en su densidad poblacional al incrementar
la densidad de alimento. El dia en el cual se
alcanzo6 la maxima abundancia de B. rofundi-
formis vari6 de acuerdo a la densidad de algas,
no encontrandose ningun patrén temporal fijo.
El mayor pico de abundancia poblacional de
B. rotundiformis (400 ind/ml) fue obtenido
cuando la densidad de C. sorokiniana en la
camara 1 del quimiostato se encontraba alre-
dedor de los 23 x 10° cél/ml y la densidad del
alga en la camara 2 del quimiostato estaba alre-
dedor de las 290 000 cél/ml (Figs. lay 1h). El
valor de densidad poblacional mas bajo de B.
rotundiformis (0.5 ind/ml) se obtuvo cuando la
densidad de C. sorokiniana en la camara 1 del
quimiostato se encontraba entre 250 000 a 270
000 cél/mly la densidad del alga en la camara
2 del quimiostato estaba en 130 000 a 280 000
cél/ml (Figs. 1gy In).

Antes de que el estado estacionario sea
alcanzado en el quimiostato, la poblacion se
encuentra en estado de transicion, aumentando
o disminuyendo, donde todas las relaciones
matematicas del estado estacionario no pueden
ser usadas.

En general, una vez estabilizado el crec-
imiento del alga en la camara 1 del quimiostato
se observa una fase de crecimiento exponencial
del rotifero, seguida por una fase estacionaria
o de disminucion, también exponencial, en la
camara 2 del quimiostato. El crecimiento del
alga fue regulado por el nutriente limitante y la
tasa de dilucion, mientras que el crecimiento
del rotifero fue regulado por la densidad
del alga y por la tasa de dilucion. A mayores
densidades del alga, la fase estacionaria del
crecimiento del rotifero se observd con mayor
claridad (Figs. 1h, 1i, 1j y 1k). Mientras que a
menores densidades del alga (Figs. 11, Im ), se
alcanza el estado estacionario pero con oscila-
ciones, o se extingue la poblacion por falta de
alimento (Fig. 1n).

Los valores de CV en el estado estacio-
nario oscilaron entre 6 % a 24 %. Este ambito
de variacion coincide con los obtenidos en los
trabajos previos de Boraas (1983) y Fussmann
et al. (2000). Segun este ultimo autor CV de
la tasa de dilucion por debajo del 18 % indica
que la poblacion se encuentra en equilibrio y
por encima del 30 % que la poblacion presenta
oscilaciones alrededor del mismo. EI analisis
de las funciones de autocorrelacion de las
series temporales del rotifero también mostro
una aproximacion al estado estacionario en
todos los casos.

La tasa de crecimiento poblacional por dia
(r) en la fase de transicion de B. rotundiformis
incrementd con la densidad del alga hasta
alcanzar un valor maximo (1,96 dia’!) (Fig.
11), cuando la densidad de C. sorokiniana en
la camara 1 del quimiostato se estabiliz6 alred-
edor de los 12 x 10 ¢ cél/ml (Fig. 1b) y el valor
de densidad inicial en la camara 2 fue de 2.5 x
10° cél/ml con un promedio de 1.23 x 10° cél/
ml (Cuadro 1).

La tasa de crecimiento poblacional por
dia () en estado estacionario sigui6 un patron
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Fig. 1. a — g. Crecimiento del alga en la cadmara 1 del quimiostato. h — n. Crecimiento del alga y del rotifero en la camara
2 del quimiostato.
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CUADRO 1
Tasas de crecimiento poblacional de transicion y estacionarias de Brachionus rotundiformis
a diferentes concentraciones del alga en la camara 2 del quimiostato

Tasa de crecimiento

Densidad inicial Densidad media del

del alga (cél/ml) rotifero (ind/ml) L
transicion

12 x10° 202.2 0.51
2.5x10° 35.8 1.96
1.5x10° 9.22 122

1.5 x10° 6.67 0.39

1 x10° 3.05 0.70
0.4-0.6 x10° 1.62 0.65
0.4 x10° 7.85 0.37

*1a Tasa maxima de crecimiento en estado estacionario.

inverso al descrito anteriormente, aumentando
con la disminucion de la densidad del alga
hasta alcanzar la tasa de crecimiento maxima,
. (1.09 dia!) (Cuadro 1).

El ambito de valores de » para B. rotun-
diformis en este estudio vari6 entre 0.37 dia’!
a 1.96 dia! en transicién y de 0.89 dial a
1.09 dia"! en estado estacionario. El tiempo
de duplicacion tiende a mantenerse constante
alrededor de las 16 hr cuando se alcanza el
estado estacionario mientras que durante la fase
de transicion es muy variable, entre 8 a 44 hr
(Cuadro 1).

De manera similar a Boraas (1983) se
encontr6 que como funciones de la tasa de
dilucion (D), el niimero total de rotiferos tiende
a ser convexa (U invertida) y la densidad
residual de algas es aproximadamente concava
(forma de U) (Fig. 2).

El Cuadro 2 muestra la densidad del rotif-
ero en estado estacionario tomando en consid-
eracion su estructura de edades y tamarfio, asi
como la densidad algal en funcion de D. Se
advierte que D > 0.0454 h'! (= 1.09 dia!) es
un punto critico por encima del cual ocurre el
lavado de los rotiferos. Este valor es similar al
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poblacional (r) dia !

Tiempo de
duplicacion en

Tiempo de duplicacion
en estado estacionario

estacionaria  transicion (horas) (horas)
0.89 32.62 18.69
1.00 8.49 16.64
1.02 13.64 16.31
1.01 42.66 16.47
1.09% 23.77 15.26

- 25.59 -

1.03 44.96 16.15

punto de bifurcacion de Hopf predicho tedrica-
mente por el modelo matematico de Fussmann
et al. (2000) para B. calyciflorus de agua dulce.
De igual forma que Boraas (1983), variables
como el nimero de adultos y jovenes tienden
a ser convexas cuando se relacionan con D

(Fig. 3).

DISCUSION

Segun Suchar y Chigbu (2006) existe una
fuerte correlacion entre las tasas de crecimiento
poblacional de los rotiferos y la abundan-
cia de alimento. La densidad algal afecta las
tasas de crecimiento poblacionales al influir
sobre las tasas de alimentacion e ingestion asi
como sobre la historia de vida de los rotiferos
(Yoshinaga et al. 2003).

La tasa de crecimiento poblacional de
1.96 dia™! para B. rotundiformis, en la fase de
transicion, esta por encima de los valores (<0
d! - 1.35 d"!") reportados por otros autores en la
fase de transicion de cultivos cerrados (Pascual
y Yufera 1983, Snell 1986, Hirayama et al.
1989, Yoshimura et al. 1997, Gama-Flores et
al. 2005), asi como por los valores en cultivo
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Fig. 2. Densidad promedio de B. rotundiformis y densidad residual del alga en estado estacionario en funcion de la tasa de
dilucion. Se muestra la tasa de crecimiento méxima (. ).

CUADRO 2
Densidad del rotifero en estado estacionario (por ml), del alga (por ml.109) vs Tasa de dilucion (D).

D=0.0370 D=0.0418 D=0.0421 D=0.0426 D=0.0429 D=0.0454 D >0.0454
h'(n=10) h'(m=12) h'(n=7 h'(m=4) h'm=3) h'(n=4) h'n=0)*

Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne
Rotifero
Huevos 20£17 6+4 141 141 341 141 142
Jovenes 46 + 25 18+ 6 4+2 5+2 3+2 0 1+1
Adultos 181+ 33 30+ 13 §+4 11+4 8+ 1 4+1 243
Total 223 +29 4849 1342 16+3 1242 441 2:+1
Algas
51 ?:;ildad 12 2,5 1.5 1.5 0.4 1 04-0,6
Densidad 22 12 0.26 03 0.17 0.32 03
promedio +3.96 +0.7 +0. 35 +0.4 +0.11 +0. 31 +0. 18
Densidad final 03 0.4 0.036 0.052 0.18 0.15 0.15

Se muestra la Media = 1SD (n es el nimero de muestras por estado estacionario). Los valores del rotifero basados en dos
réplicas por muestra. ¥*No se alcanza el estado estacionario.
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Fig. 3. Estructura de edades de B. rotundiformis en estado estacionario en funcion de la tasa de dilucion.

cerrado obtenidos por nosotros (1.2 dia™'). De
igual manera, el valor obtenido en la fase esta-
cionaria de 1.09 dia! (M) €N este trabajo se
encuentra entre los valores mas altos reporta-
dos hasta ahora para Brachionus rotundiformis
en condiciones de cultivo continuo y cercano
a 1.16 dia!, uno de los punto criticos del
modelo de Fussmann et al. (2000) en donde un
ciclo colapsa en un punto fijo. Los valores de
tasa de crecimiento obtenidos por James y Abu
Rezeq (1989) y Aoki y Hino (1996) para B.
rotundiformis también en la fase estacionaria
en sistemas de cultivo continuo (0.6 d°!, 1.33
d! respectivamente), se asemejan a los valores
obtenidos en este trabajo. Estos autores sos-
tienen que en los sistemas de flujo continuo la
productividad es mas alta en comparacion con
los sistemas convencionales cerrados. Boraas
(1983) y Rothaup (1985), trabajando también
en sistemas continuos pero con B. calyciflo-
rus 'y B. rubens obtuvieron respectivamente
valores de 1.18 d"'y 0.18 d! en la fase esta-
cionaria, el ultimo marcadamente mas bajos
a los valores obtenidos de B. rotundiformis.
Estas diferencias reflejan las particularidades
de la ecologia evolutiva de las especies asi

como el efecto de emplear distintos alimentos
y condiciones experimentales.

Los resultados comprueban la relacion que
existe entre la cantidad de alimento y la tasa
de crecimiento de B. rotundiformis y que el
cultivo en sistemas de flujo continuo maximiza
el crecimiento siempre y cuando el alimento
usado y las condiciones principalmente tem-
peratura y salinidad se encuentren dentro de los
ambitos adecuados.

Si el valor de las elevadas tasas poblacio-
nales de crecimiento de B. rotundiformis se
relaciona con los datos de tasas de filtracion
medidos en el laboratorio (M. Cabrera, en
prep.), es factible suponer que esta especie
debe jugar un rol importante en las tramas tro-
ficas de los ambientes acudticos salinos tropi-
cales en donde domina en conjunto con algunas
especies de copépodos, sin embargo estos
ultimos poseen ciclos de vida mas complejos
y tasas de filtracion menores lo que convierte
posiblemente a B. rotundiformis, en un eslabon
clave en la transferencia de energia a los nive-
les troficos superiores de las tramas tréficas
tropicales como consecuencia de la alta tasa de
renovacion de sus poblaciones y de su impacto
sobre las poblaciones de fitoplancton.
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RESUMEN

Se estimaron las tasas de crecimiento poblacionales
de Brachionus rotundiformis en un quimiostato de dos
camaras. Suministramos Chlorella sorokiniana continua-
mente a partir de un cultivo en estado estacionario con
iluminacién constante y nitrato como nutriente limitante.
El crecimiento del rotifero en la segunda camara estuvo
limitado por la tasa de suministro del alga. La tasa de
suministro del alga y la tasa de crecimiento poblacional del
rotifero fueron determinadas a partir de la tasa de dilucion
en la segunda camara. La tasa maxima poblacional de cre-
cimiento en estado de transicion de B. rotundiformis (1.96
dia!) se obtuvo a 2.5 x10° cel/ml del alga, mientras que en
estado estacionario la tasa maxima (1.09 dia’!) fue similar
al punto de bifurcaciéon de Hopf predicho en Fussmann et
al., (2000) y se obtuvo a 1 x10° cel/ml del alga. En la fase
de transicion se observd que a mayor concentracion del
alga, mayor era la tasa de crecimiento del rotifero y menor
su tiempo de duplicacion, hasta alcanzar un pico donde
comienza a decrecer. En la fase estacionaria se observo
lo contrario. Los valores obtenidos se encuentran entre
los mas altos reportados hasta ahora para este rotifero en
cultivos continuos.

Palabras Clave: Brachionus, quimiostato, tasa poblacio-
nal de crecimiento, estado de transicion, estado estaciona-
rio, bifurcacion de Hopf, concentracion de alimento.
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