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RESUMEN

El metabolismo respiratorio y la biomasa del zooplancton son parametros clave
para el entendimiento del flujo de energia, abundancia de la poblacion, estructura de la
comunidad, asi como otras variables de comunidades plancténicas marinas. La
actividad respiratoria del transporte de electrones del zooplancton (ETS) mide la
respiracion potencial (®) y es una aproximacion para el consumo de oxigeno en la
respiracién y la biomasa. No existe un buen entendimiento sobre la interpretacién de
las medidas de la respiracion potencial y por ello se requiere su calibracién
experimental con el fin de encontrar los métodos y relaciones més adecuados, ademas
de determinar los efectos que puedan tener las condiciones ambientales, el estado
fisiologico y la edad en dichos parametros. En este trabajo, utilizando -cultivos
controlados del crustdceo Artemia salina, investigamos las relaciones entre la
biomasa, la respiracion potencial, respiracion y tasa de crecimiento.

Se encontré una relacion significativa entre la respiracion y la respiracion
potencial, asi como entre la respiraciobn potencial y la biomasa. Los valores
observados de los parametros de estudio se encontraron en el rango observado en la
literatura por otros autores para experimentos en condiciones similares.

Palabras clave: Artemia salina, respiracion, respiracion potencial, actividad ETS,
biomasa, tasa de crecimiento
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INTRODUCCION

Las variaciones espaciales y temporales, y la dindmica de los sistemas
ecoldgicos son en gran parte consecuencia del metabolismo bioldgico. Dondequiera
que ocurra, los organismos pueden transformar la energia para desarrollar sus propias
actividades, convertir la materia en formas organicas y asi crear un distintivo biologico,
guimico y fisico. Por tanto, el metabolismo determina las demandas de los
organismos, en el medio en el que se encuentran para todos los recursos y
simultdneamente establece una intensa restriccion sobre la distribucion de estos. Las
tasas de estos procesos (tasas metabdlicas), establecen el ritmo de la vida de los
organismos pues determinan las tasas de la mayoria de las actividades biolédgicas.

El metabolismo es Unicamente un proceso biolégico, pero obedece a los
principios quimicos y fisicos que gobiernan las transformaciones de energia en
materia. La mayor parte de la variacion existente entre ecosistemas, incluyendo sus
estructuras bioldgicas, composiciones quimicas, flujos de energia y materia, etc...
depende de las caracteristicas metabdlicas de los organismos que estan presentes y
las variaciones entre estos organismos, incluyendo su caracteristico ciclo vital y el
papel ecoldgico, estadn restringidas por su tamafio, temperatura y la composicién
quimica.

Por otro lado, el metabolismo es una red compleja de reacciones bioquimicas
gue estan catalizadas por enzimas permitiendo regular las concentraciones de
sustratos y productos y las tasas de las reacciones.

La mayoria de los organismos utilizan la misma bioquimica basica, pero las
tasas de captacion de recursos, transformacion y distribucion varian. Parte de la
energia que captan los organismos y son capaces de transformar, se convierte en
parte por la reaccién de respiracion en formas biolégicamente Utiles que se utilizan
para desempefiar el trabajo de biosintesis y transporte de membranas entre otros.

La tasa metabdlica es la tasa biolégica fundamental ya que determina la
captacién de energia, transformacion y distribucién. En base a esto, podemos decir
gue la respiracidbn es un indice importante de la actividad fisiologica de una
comunidad, ya que para organismos heterétrofos si hablamos de tasa metabdlica es
igual que hablar de tasa de respiracion ya que estos adquieren energia oxidando
compuestos de carbono como muestra la reaccion

CH,0O + O, - energia + CO, + H,O

De esta manera, resulta muy acertado y practico medir la tasa de consumo de
oxigeno. El ensayo de estas tasas de respiracion en zooplancton nos proporcionaran
los requerimientos energéticos minimos. Hay que tener en cuenta que los estudios
oceanograficos necesitan de estudios previos realizados en el laboratorio para la
calibracion de los pardmetros. En base a ello, el consumo de oxigeno ha sido
estudiado en numerosas ocasiones (Ikeda et al. 2001, 2004 ; Varo et al. 1993, 2000;
Irwin et al. 2007). Sin embargo, sus medidas son tediosas, de una intensa labor y
consumen mucho tiempo. Como resultado, es bastante complicado obtener valores de
respiracion en la misma magnitud de adquisicion de datos que para otras tasas de
otros parametros oceanograficos modernos. Por esta razén, Packard (1969) propone
el uso de las actividades enziméticas en las células como indice de respiracion. Con
estas aproximaciones ademdas se pueden evitar los posibles problemas de estrés,
inanicidn o crecimiento bacteriano que estan asociados con las medidas de respiracion
basadas en incubaciones.

En este caso, como medida potencial de la respiracion se ha tomado la
actividad de las enzimas que actlan en el sistema de transporte de electrones (ETS),
una medida bioquimica de la actividad potencial metabdlica. La organizacion del ETS
se puede describir como un sistema multienzimético compuesto por cuatro complejos
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enzimaticos que se encuentran en la membrana interna mitocondrial. Estos cuatro
complejos se disponen en un sistema redox bioquimico completo para el transporte de
electrones a partir de las coenzimas NADH, NADPH y succinato, provenientes del ciclo
de Krebs hacia el aceptor final de electrones, el oxigeno.

Este método ha sido mejorado progresivamente a lo largo de los afios desde su
creacion. Preliminarmente Curl y Sandberg (1961) estudiaron la actividad enzimatica
debida a la succinato deshidrogenasa (SDH) utilizando el INT (sal de tetrazolium 2- (4-
iodofenil) - 3 - (4 - nitrofenil) - 5 - cloruro de feniltetrazolium). Sin embargo fue Packard
(1969), quien utilizando esta idea, extiende el método e incorpora al medio los
sustratos NADH, NADPH y comienza a medir la actividad completa del sistema de
transporte de electrones (ETS), con la idea de que puede ser un mejor indice para la
respiraciéon que midiendo Unicamente la SDH.

El método ETS original se disefié para medir la tasa de consumo de oxigeno en
el agua de mar, causada por la suma de la respiracion de las bacterias marinas,
protozoos, zooplancton y fitoplancton en un rango de talla de 0.1 a 200 um. La primera
vez que este método se aplicé para zooplancton fue en 1967 (Packard, comunicacion
personal), con el conocimiento de que la actividad de la succinato deshidrogenasa y
de la NADH deshidrogenasa pueden medir el consumo potencial de oxigeno del ETS
respiratorio y la actividad de la NADPH deshidrogenasa puede medir el consumo de
oxigeno del ETS microsomal. M&s adelante, Packard (1969) y Packard et al. (1971)
aplica esta metodologia en Oceanografia por primera vez. Owens y King (1975)
emplearon Triton X-100 que facilita la solubilidad de las enzimas y favorece la
reduccion del INT. Por otro lado, Kenner y Ahmed (1975) y Packard y Williams (1981)
realizaron ensayos sobre el tiempo 6ptimo necesario para la reduccion del INT y su
determinacion espectrofotométrica y Gomez et al. (1996) realizaron algunas
modificaciones del método en relacion al proceso de anadlisis y tratamiento de las
muestras. El método ETS ha sido ampliamente estudiado en Oceanografia, siendo
aplicado a diferentes tipos de organismos y comunidades (Finlay et al. 1983; Kenner y
Ahmed 1975; Packard et al. 1981; Packard et al. 1974; King y Packard 1975; Alcaraz y
Packard 1989; Hernandez-Le6n 1988; Hernandez-Le6n y Gémez 1996; Aristegui y
Montero 1995; Ramirez et al. 2005 entre otros).

El ETS es un método cuantitativo, pero mide el transporte de electrones y no la
respiracion. La actividad del transporte de electrones es el potencial respiratorio. Para
medir la respiracion desde las mediciones de la actividad ETS se requiere la
calibracion mediante incubaciones experimentales en laboratorio y determinar los
efectos de la edad de los organismos, su estado fisiologico, temperatura, etc... asi
como su relacion con los indices bioquimicos (Aristegui y Montero, 1995; Owens y
King, 1975) o se requiere del uso de un modelo cinético como en Packard et al.
(1996).

Por otro lado, el estudio del crecimiento de organismos zooplanctonicos es
indispensable en el conocimiento de la produccion y de los flujos biogeoquimicos. La
estimacion del crecimiento es necesaria para observar la respuesta del zooplancton a
cambios producidos en el medio o para desarrollar modelos de acoplamiento entre
parametros fisicos y biolégicos. Tanto la biomasa como la tasa de crecimiento han
sido medidas por numerosos métodos. Una de las técnicas ampliamente utilizadas es
la medida del peso corporal de los organismos, utilizandose mas comunmente el peso
seco (Lovegrove, 1966). La variabilidad de la biomasa del zooplancton en el océano
ha sido discutida por Huntley y Lopez (1992) que enfatizaron el papel de nuevas
tecnologias en resolver la forma de muestreo para estimar producciones. Por otro
lado, las tasas de crecimiento son estimadas por la medida del cambio en el peso
corporal con el tiempo, utilizando el método de la cohorte artificial (Kimmerer y
McKinnon, 1987).
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En este trabajo investigamos las relaciones entre la biomasa (como proteinas o
como carbono), respiracion potencial, respiracion y tasa de crecimiento y su
sensibilidad a la edad del cultivo. Todo ello desarrollado en cultivos controlados de
Artemia salina, un organismo modelo en estudios de ecologia y fisiologia que también
ha sido explotado como fuente comercial. Artemia salina presenta una alta adaptacion
fisiologica que le permite la supervivencia en un amplio rango tanto de salinidad (35-
170%) como de temperatura (6-40%) y es la presa viva mas adecuada para la
alimentacion de los estados postlarvarios de muchas especies de peces y crustaceos
marinos.

Artemia salina

Programa de Oceanografia Bienio 2005-2007 Pagina 6



Ico Martinez Sadnchez Memoria de Investigacion

MATERIAL Y METODOS

Los parametros peso seco individual, contenido proteico, tasa de respiracion y
actividad de las enzimas del Sistema de Transporte de Electrones (respiracion
potencial, ®) de Artemia salina se determinaron mediante dos experiencias diferentes
(experimento 1 y experimento 2), manteniendo un cultivo de estos organismos en
condiciones controladas de temperatura y alimentacion (Tabla 1). Cada uno de estos
dos experimentos consistid a su vez en otras dos experiencias independientes con
estudios de todos estos parametros sobre el cultivo de Artemia salina, obteniendo
triplicados para cada muestra.

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2
Periodo de incubacion (dias) 15 30
T2 incubacion (°C) 25 22
Alimento suminstrado Nanoclorosis sp. Dunaliella salina
(5000 céls-ind ™) (1000 céls-ind ™)
Biomasa 2,06 + 4,64 3,73 +£5,83
(ugC / ind) (0,51 - 20,04) (0,57 - 20,59)
Biomasa 2,49 +7,04 4,79+8,6
(ug prot/ind (0,15 - 29,76) (0,05 - 34,24)
Tasa crecimiento 0,28 +0,42 0,26 + 0,56 0,33 +£0,72 **
(d'l) (-0,52 - 1,16) (-0,93-1,6) (-1,20 - 2,07)
Tasa de respiracion 0,17 +0,15 0,04 + 0,06 0,05 + 0,075 **
(WO2ind-1h-1) (0,08 -0,75) (0,03-0,19) (0,004 - 0,24)
Tasa de respiracion potencial 0,156 + 0,057 0,055 +0,060 | 0,065 +0,075 **
(UO2ind-1h-1) (0,09 -0,29) (0,017 - 0,19) (0,02 -0,24)

** Datos corregidos mediante la ecuacion de Arrheni  us a 25°C

Tabla 1. Parametros medidos en los experimentos

1. Cultivos y tratamiento antes de las medidas

Para llevar a cabo estas experiencias, se utilizaron quistes procedentes de
Metaframe (San Francisco Bay Division Newark, California) proporcionados por el
Instituto Canario de Ciencias Marinas, que se eclosionaron manteniéndolos en agua
de mar filtrada a temperatura constante y en suspension por aireacion. En un periodo
de aproximadamente 24 horas, se recogieron los nauplios eclosionados mediante
decantacién de los huevos sobrantes y por sifonamiento, colocandolos posteriormente
en acuarios con agua de mar filtrada a temperatura controlada de 25 y 22°C. Los
organismos se mantuvieron a una densidad de 10000 y 20000 nauplios por litro. El
agua se renovo constantemente y se les suministraba como alimento Nanoclorosis sp.
y Dunaliella salina a razén de 5000 y 1000 céls-ind* respectivamente.

Para la toma de muestras se recogia un determinado nimero de organismos
gue eran filtrados a través de una malla de 100 um. Estos organismos recolectados se
procesaron de distinta manera en funcién de su posterior aplicacion. Las recogidas
para la determinacién del peso seco eran congeladas inmediatamente a -20°C. En el
caso de la respiracién, se recogian submuestras para su incubacion y posterior
medidas de la respiracion en continuo o como punto final. Posteriormente las muestras
fueron congeladas en nitrégeno liquido (-196 °C) y conservadas a -80°C hasta su
posterior andlisis de la actividad ETS y de la biomasa como proteinas.
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2. Respiracién potencial

La medida de la actividad de las enzimas de la cadena de transporte de
electrones (ETS) se determind segun Gémez et al. (1996), con ligeras modificaciones
entre los experimentos en el proceso de homogeneizacién y adicion de reactivos.

Experimento 1:

Se homogeneizo la muestra en teflon-cristal a 1500 rpm con 3 ml de tampén de
homogeneizado, durante 2 minutos en un bafio de hielo. El tampdn de homogeneizado
contenia 75 uM MgSO04, 0.2% (v/v) de Triton X-100, 0.15% (p/v) de PVP (polyvinyl
pyrrolidone), 50 mM de tampon fosfato sédico pH 8.0 y 2 mM de NaCN en agua
bidestilada Milli-Q.

Experimento 2:

Las muestras se homogeneizaron, en un volumen conocido de agua bidestilada
Milli-Q, durante 45 segundos con un sonicador (Ultrasonic Processor; Cole Parmer).

Después de la posterior centrifugacion (0°C, 10min, 4000 rpm), se tomdé una
alicuota del sobrenadante de entre 50 y 500 pl en funciébn de la biomasa que
presentaba la muestra, que se diluyé en agua Milli-Q. De esta dilucion, se toma una
alicuota que se introduce en el medio que contiene los sustratos (solucion sustrato
conteniendo 0.2% (v/v) de Triton X-100, 50mM de tampon fosfato sodico pH 8.0, 0.133
M de succinato disédico, 0.835 mM de NADH y 0.24 mM de NADPH) afiadiéndole una
solucion INT 4mM. Inmediatamente fue incubada en oscuridad a 18°C durante 20
minutos, tiempo tras el cual la reduccion del INT se detuvo con una solucion Quench
formada por una parte de acido fosforico 0.1M y otra de formaldehido al 36%. De igual
manera se realizé un ensayo blanco para cada muestra.

En el experimento 2 se introdujo un sistema automéatico de pretratamiento de
muestras con inyeccion en linea (ASPEC- Gilson 221/222), el cual se encarga de
llevar a cabo el ensayo afiadiendo las muestras y los reactivos asi como el ensayo
blanco. En este caso las muestras permaneceran siempre tapadas para que la
reaccion tenga lugar en la oscuridad y en frio a 18°C.

Tras el periodo de reaccion se procede a la lectura de la absorbancia a 490nm
y 750nm como linea base para corregir la turbidez.

El célculo de las actividades se realizé empleando la expresion:

ETS=60*H*AS*COD /(INT*T*L*F) (Ec. 1)

siendo H el volumen de homogeneizado (ml), AS el volumen de reaccion de la muestra
(ml), INT es el factor de estandarizacion del INT (1,42), T es el tiempo de incubacion
en minutos, L es el ancho de la cubeta del espectrofotémetro (1 cm), F es el volumen
de homogeneizado que se introduce en el ensayo y COD es una expresion que
relaciona las absorbancias obtenidas tanto para las muestras como para los blancos
con los volumenes de reaccion de los mismos.

COD = [ (AOD * AS) — (BOD * BS) — (FOD * FS)] / AS (Ec. 2)
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3. Determinacion de la biomasa

La determinacion del peso seco individual se llevé a cabo segun lo descrito por
Lovegrove (1966); se realizaron 3 replicados de cada muestra del cultivo. Los
organismos congelados previamente se transfirieron a unas minicapsulas de aluminio
prepesadas y se mantuvieron en una estufa a 60°C durante 24 horas. Transcurrido
este periodo, se pesaron de nuevo las minicdpsulas con la muestra en una
microbalanza (Sartorius 4504 MPS) y con la diferencia entre las dos medidas se
obtuvo el peso seco. Para obtener la biomasa en unidades de carbono, se asumi6 que
la cantidad de carbono representa el 40% del peso seco del organismo, o lo que es lo
mismo, asumiendo un factor de 0.4 (Omori e lkeda 1984, Parsons et al. 1984,
Bamstedt 1986).

La biomasa expresada como contenido en proteinas se determind segun el
método de Lowry et al. (1951) modificado por Rutter (1967). Tras centrifugar las
muestras (0°C, 10min, 4000 rpm), se tomo una alicuota de 100 pl del sobrenadante, a
los cuales se les aplican diferentes diluciones. Una vez diluidos, se toma otra alicuota
de 100 ul y se afiaden 0.5 ml de reactivo Rutter (formado por una solucion A que
contiene 20g de Na,CO3; 0.90M, 4g de NaOH 0.45N, 0.2g tartatro de Na-K 2% en 1l de
agua y una solucion B que contiene 0.5g de CuSO, - 5H,O en 100ml de agua), y tras
10 minutos se afiaden 50 ul de reactivo Folin a temperatura ambiente. Previamente a
este tratamiento, se requiere realizar una curva de calibrado con agua Milli-Q y Bovin
Serum Albumin (BSA) como estandar (con valores comprendidos entre 5 y 500
pgproteinas - mrt).

Finalmente, se relacionaron ambas variables (peso seco y proteinas) y
obtuvimos una buena relacion entre ellas (Fig. 1), de forma que a partir de datos de
proteinas pudimos obtener datos de peso seco en aquellos experimentos en los que
no se midio directamente.

70

60 1

T 501 ¢
5 40
3
© 30
2 20
& y=1,6492x + 1,0283
10 - R?=0,9687
0 ; ‘ ‘
0 10 20 30 40

Proteinas (ug/ind)

Fig. 1 Relacion lineal entre las variables peso seco y proteinas.
Ecuacion obtenida PS = 1.6492 proteinas + 1.0283 (R2 =0.97)
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4. Tasa de crecimiento

Siguiendo lo establecido por Kimmerer y McKinnon (1987), se consider6 que el
crecimiento experimentado por los organismos se ajusta a una funcion de tipo
exponencial (basado en la biomasa individual medida en contenido proteico):

Bi=B,-e" (Ec. 2)

donde B, es la biomasa medida en el tiempo t, B, la biomasa en el tiempo cero, t es el
tiempo transcurrido en dias y p es la tasa instantanea de crecimiento (d™). Si
normalizamos la ecuacién obtendremos que:

LhB;=LhBg+ut (Ec. 3)

las transformadas logaritmicas de la biomasa siguen un incremento lineal con el
tiempo, siendo la pendiente de esta recta () la tasa instantdnea de crecimiento. De
esta forma, la expresion final que utilizamos para obtener la tasa de crecimiento es:

U =[(Lnprot, — Lnproty) / AT] (Ec. 4)

5. Respiracién
Experimento 1:

Las medidas de respiracion se determinaron a partir de la concentracion de
oxigeno obtenida segun la version del método de Winkler descrita en Parsons et al.
(1984), que consiste en llevar a cabo una valoracién afiadiendo a la muestra una
solucion de manganeso divalente seguido de una fuerte alcalisis. El oxigeno disuelto
oxida rgpidamente a una cantidad equivalente de manganeso. Cuando la reaccion se
acidifica en presencia de iones de yodo, el precipitado de hidroxido de manganeso se
dispersa y la cantidad de iones yodo, equivalente a la cantidad original de oxigeno
disuelto en agua, se libera. Este yodo liberado es valorado con una solucion
estandarizada de tiosulfato, utilizando almidén para facilitar la deteccion del punto final.

Para obtener una mayor sensibilidad en esta metodologia, se utilizé la técnica
recomendada por Bryan, Riley y Williams (1976) de forma que se valoro el contenido
completo de las botellas para impedir la volatilizacion del yodo. Esta tecnologia
introduce la utilizacion de una microbureta digital con capacidad de dispensar 0.1 ul de
tiosulfato y un detector de punto final de valoracion por fotometria, incrementando
considerablemente la precision del método.

Los organismos se mantuvieron en incubacién durante un periodo entre 6 y 24
horas, en oscuridad y a temperatura controlada de 25°C y, a su vez, también se
realizaron experimentos control conteniendo so6lo agua de mar filtrada. El contenido de
oxigeno se determing sobre la muestra de agua resultante, después de separar los
organismos para el resto de medidas. La diferencia de oxigeno entre los controles y
los recipientes del experimento proporciond los valores de respiracion.

Programa de Oceanografia Bienio 2005-2007 Pagina 10



Ico Martinez Sadnchez Memoria de Investigacion

Experimento 2:

Las tasas de consumo de oxigeno se midieron a través de un oximetro
(Strathkelvin 928 6-Channels Oxygen System). Los organismos se recolectaron
directamente de los acuarios y se colocaron en camaras de incubacién, con un
volumen conocido y se mantuvieron a temperatura constante de 22°C y en oscuridad
durante un periodo de aproximadamente una hora y media. Los organismos se
incubaron con alimento por lo que se realizdé un ensayo en blanco a base de agua del
medio sin organismos para corregir los valores obtenidos de las tasas de respiracion.

La concentracion de oxigeno estuvo medida en continuo durante el periodo
establecido por medio de electrodos.

6. Correccion de temperatura

La temperatura es uno de los factores que mas modifican las tasas
metabdlicas. Desde el punto de vista termodindmico y en rasgos generales, cuanto
mas alta es la temperatura, mas rapidamente ocurren las reacciones quimicas y por
tanto, mas alta sera la tasa caracteristica de dicha reaccion.

La relacion entre la tasa de una reaccion y su temperatura es determinada por
la ecuacién de Arrhenius (Ec. 5), una férmula simple pero exacta.

k=A . e(FaRID (Ec.5)

donde k es la constante de velocidad (una tasa) y A el factor de frecuencia, E, es la
energia de activacion (= 62.7 KJ/mol-K o 15 Kcal/mol-K (Packard et al., 1971;1975)),
Ry la constante de los gases (en nuestro caso tomada como 8.31 J/mol-K o 1.987
cal/mol-K) y T la temperatura absoluta (°K).

Conocida la E, podemos predecir el valor de la constante k, a la temperatura T,
a partir de otro valor k; a otra temperatura T;. Realizando los célculos pertinentes y
desarrollando la ecuacion, llegamos a la ecuacion final que utilizaremos en nuestros
calculos:

k2 - k1 . e[Ea(l/Tl-lsz)/R] (EC 6)

De esta manera, los valores obtenidos para el experimento 2 y los encontrados
en la literatura se corrigieron mediante esta ecuacion a una temperatura de 25°C, para
estandarizar todos los datos a una misma temperatura.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Crecimiento y biomasa

La medida de la biomasa individual en unidades de carbono indica que los
organismos han desarrollado un crecimiento exponencial durante el periodo de
incubacién, comportamiento que era de esperar. En los primeros estadios del ciclo de
vida sufren un crecimiento lento, con pequefias variaciones, hasta que llegan a la fase
exponencial donde sufren un cambio brusco y aumentan considerablemente en
biomasa. Este desarrollo termina en una fase de estabilizacién, pero en nuestros
experimentos los organismos no completaron su ciclo de vida, no pudiendo observar
esta fase del crecimiento (Fig. 2).

Se puede ver que en el experimento 1 llegan a la fase exponencial dias antes
que en el experimento 2, lo que puede ser debido a la diferencia de condiciones
ambientales entre ellos. La temperatura mas adecuada para un éptimo crecimiento de
Artemia salina estad en torno a los 26-30°C, pudiendo alcanzar la madurez en 2-3
semanas (Amat, 1985). Por tanto, al encontrarnos con 22°C en el experimento 2, es
razonable que aparezca un crecimiento tardio al encontrarse bastante por debajo de
esta temperatura Optima, tardando mas tiempo en desarrollar su ciclo vital y por tanto
en alcanzar la madurez.

Por otro lado, también habria que recalcar que existe una diferencia en la
alimentacion entre los dos experimentos y es muy probable, a la vista de los datos
relatados, que en el experimento 2 los organismos hayan estado por debajo de la
concentracion minima de alimento para su maximo desarrollo.

Berges et al. (1990) estudiaron el crecimiento en Artemia franciscana a
diferentes concentraciones de alimento (Dunaliella salina), estableciendo tres niveles:
2000 cels-ml* (concentracion baja), 10000 cels-mI* (concentracion media) y 50000
cels-ml* (concentracion alta). En el experimento 2 la concentracion media dada fue de
7155 cels-ml*, valor que se encontraria entre las concentraciones baja y media. De
esta forma se obtuvo una tasa de crecimiento de 0,33 + 0,72 (corregida a 25°C),
similar al valor 0,28 + 0,2 que encuentra Berges et al. (1990) para el nivel de baja
concentracién. Esto podria ser un indicativo de que nuestro experimento ha estado por
debajo de las condiciones éptimas para su alimentacién.

Por otro lado, en el experimento 1 se suministr6 una densidad de 50000
cels-ml?, obteniéndose una tasa de crecimiento de 0,28 + 0,42 que coincide con la
obtenida para el nivel de baja concentracion y no para el nivel de alta concentracion
(0.83 £ 0.04), que seria lo de esperar al ser la misma cantidad de cels-ml*. Esto puede
ser debido al hecho de que en el experimento 1 se suministré otra especie de
microalga (Nanoclorosis sp.), no siendo, probablemente, la mas adecuada para el
crecimiento de Artemia salina. En este sentido otros autores, Eviemo y Olsen (1999) y
Lora-Vilchis et al. (2004) también encuentran tasas de crecimiento menor a
concentraciones altas de otras especies de microalgas (Tabla 2).

Esto podria corroborar que dos de los factores que influyen en el crecimiento
de los organismos son tanto la cantidad como la calidad del alimento.
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Fig. 2 Desarrollo de la biomasa individual de los experimentos a lo largo del periodo de incubacion, junto

con un zoom de los primeros dias del ciclo de vida (a) Datos del experimento 1 (b) Representacion del
experimento 2.
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En cuanto a la tasa de crecimiento (U1), se representaron todos los datos en
conjunto (Fig. 3) dado que el promedio de ambos experimentos no son muy diferentes.
Se puede observar gque mantiene una tendencia bastante estable con algunas
variaciones al principio del ciclo de vida de los organismos, pero estabilizdndose a
partir del dia en que los organismos comienzan su crecimiento exponencial.

2,5 4

H(d-1)

-0,5

-1,5 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Fig. 3 Datos promedio de las tasas de crecimiento de ambos experimentos, corregidos a la temperatura
de 25°C

Los valores obtenidos para la tasa de crecimiento se encuentran dentro del
rango observado en la literatura (Tabla 2).

Referencias Tasa de crecimiento T2 de Alimento
p(d™ incubacion
Experimento 1 0,28 £0,42 Nanoclorosis sp.
(-0,52 - 1,16) 25 (50000 cels-ml ™)
Experimento 2 0,26 +0,56 | 0,33£0,72** Dunaliella salina
(-0,93-1,6) | (-1,20-2,07) 22 (7155 cels-ml ™)
0,64 +£0,87 | 1,54+ 2,00 ** Dunaliella
Sapienza y Mague (1979) (0,025- (0,06-3,01) 15 tertiolecta
1,25) (0-100000 cels-ml ™)
0.28 £0.2 Dunaliella salina
(0.077-0.482) (2000 cels-ml ™)
Berges et al. (1990) 0.48 £0.16 25 Dunaliella salina
(0.363-0.595) (10000 cels-ml ™)
0.83+£0.04 Dunaliella salina
(0.802-0.850) (50000 cels-ml ™)
Evjemo y Olsen (1999) 0,23+0,19 0,20 + 0,23 ** Isochrysis galbana
(0,04-0,43) (0,03-0,36) 27 (130000 cels-ml ™)
Lora-Vilchis et al. (2004) |0,58 +0,11 0,49 £0,31 ** Isochrysis sp.
(0,32-0,84) (0,27-0,71) 27 (130000 cels-ml ™)

Tabla 2. Relacion de datos sobre tasas de crecimiento encontradas en la literatura. Los datos marcados
con ** estan corregidos mediante la ecuacion de Arrhenius a 25°C
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2. Respiracion

Estudiamos la evolucion de las tasas de respiracion durante el periodo de
incubacion y las posibles diferencias existentes entre la temperatura y la alimentacion
de los organismos. En la Fig. 4 se puede observar que los valores se mantienen
relativamente estables hasta aumentar a medida que el organismo crece y
coincidiendo con el momento en el que los organismos llegan a su fase exponencial de
crecimiento. La evolucién de la respiracion representada como tasas por individuo
sigue el patron de comportamiento esperado, pues a medida que el individuo va
creciendo va aumentando su consumo de oxigeno.

En la Fig. 4a se pueden apreciar las diferencias existentes entre los valores del
experimento 1 y del experimento 2, siendo estos ultimos mucho menores que los del
primero. Para paliar estas diferencias, eliminamos una de las variables que pueden
afectar a la respiracion, la temperatura. De esta manera representamos todos los
valores medidos a 25°C (Fig. 4b) utilizando la ecuacion de Arrhenius (Ec. 6), sin
embargo los valores no difieren significativamente, o que nos puede llevar a pensar
que las diferencias existentes entre ambos experimentos se deben a la diferencia en el
tipo y concentracion de alimento suministrado.

Por otro lado, las tasas de respiracion especificas por peso seco obtenidas en
los experimentos se encuentran dentro del rango de valores encontrados en la
literatura (Tabla 3).

—8—Experimento 1 —e— Experimento 2
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N
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01 /
0,0 S ‘ ‘
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0,8
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(b)

Fig. 4 Evolucién de la respiracion especifica medida en plO2/ind/h (a) Valores de los experimentos a la
temperatura de incubacion (b) Con los valores del experimento 2 corregidos a 25°C
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T2 de
Referencias Respiration rate (WO ,mgDW *h™) incubacion Tipo de alimento
Q)

Experimento 1 53,19 + 23,50 25 Nanoclorosis sp.
____________________________________________ (_]_-4_'_99_:_94_'9_2_)_________________________________________ e
Experimento 2 9,03 £5,94 11,35 7,79 ** 22 Dunaliella salina

(3,56 - 23,59) (3,56 - 13,15)
King y Packard 13.32+4.71 32.1+11.35* 15 Fitoplancton del
(1975) (9.99 - 16.65) (24.07 - 40.12) medio
[Calanus pacificus]
Varo et al. (1993) 7,05 +6,81 25 Reservas del huevo
(2,24 - 11,87)
Sim¢éi€ y Brancelj 15+7,07 23,11 +10,89 ** 20 Scenedesmus sp.
(1997) (10-20) (15,41 - 30,81) Levaduras
[Daphnia sp.]
Varo et al. (2000) 3,55 +2,89 3,87 +3,16 ** 24 Dunaliella sp .
(1,5-5,6) (1,63 - 6,09)
lkeda et al. (2001) 7,99 +1,82 10,35 + 2,35 ** 22 Fitoplancton del
[Acartia tonsa] (6,71 - 9,28) (8,69 -12,01) medio
lkeda et al. (2004) 0,38 +0,06 3,16 £ 0,47 ** 2 Fitoplancton del
[Neocalanus (0,34 -0,42) (2,83 - 3,49) medio
cristatus]
Sim¢i€ y Barncelj 8,25-9,54 12,71 £14,71 ** 20 Scenedesmus
(2004) (1,5-15) (2,31 -23,11) quadricauda
[Daphnia sp.] Levaduras
Irwin et al. (2007) 10,41 +4,28 25 Reservas del huevo
(7,39 - 13,44)

Tabla 3. Tasas de respiracion especifica encontradas en la literatura. Los valores sefialados con ** estan
corregidos a la temperatura de 25°C

3. Respiracion Potencial

La actividad de las enzimas del Sistema de Transporte de Electrones (ETS) se
ha tomado como un indice directo para la medida de la respiracion en los organismos,
por lo que cabria esperar que siga los mismos patrones de comportamiento que la
respiracion.

Como podemos comprobar, al representar los valores de respiracion potencial
respecto al tiempo de incubacion (Fig. 5a, Fig. 5b) también se observa que
experimenta un aumento a partir del momento en el que Artemia salina entra en su
fase exponencial del crecimiento. Por tanto, la respiracion potencial aumenta a medida
que los individuos experimentan el crecimiento de forma significativa. Mientras se
encuentran en los primeros estadios del ciclo de vida la actividad de las enzimas no
sufre demasiada variacion, puesto que los individuos tampoco experimentan cambios
metabdlicos significativos.

Exactamente igual que para la respiracion, se representaron todos los valores a
la misma temperatura (25°C), de forma que eliminamos esta variable como posible
factor de las diferencias entre ambos experimentos. Se comprob6 que los datos
corregidos (Fig. 5b) tampoco variaron mucho respecto de los iniciales, por lo que
seguimos con la hipétesis de la variacion debida a las condiciones de alimentacion.

Por otro lado, se representaron todos los datos obtenidos a 25°C de manera
conjunta observandose una ligera tendencia a aumentar con el tiempo, lo que
concuerda con lo esperado (Fig. 6). Las fuertes desviaciones que se aprecian pueden
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ser debidas a las diferencias existentes entre los valores obtenidos en ambos
experimentos.

—8— Experimento 1 —— Experimento 2
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Fig. 5 Evolucion de la respiracion potencial en unidades de plO2/ind/h (a) Valores de ambos
experimentos a la temperatura de incubacion (b) Datos corregidos con la ecuacién de Arrhenius a 25°C

0,35
0,3
0,25 A
0,2
0,15 A
0,1
0,05 4
0 -
-0,05 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

@ (ul02/indh)

Tiempo (dias)

Fig. 6 Evolucion del conjunto de datos de ambos experimentos (25°C)
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Los datos obtenidos, establecidos como actividad especifica por peso seco,
concuerdan con los rangos encontrados en la literatura (Tabla 4).

Tasa de respiracion potencial T2 de
Referencias (MO ,mgDW *h™) incubacion Tipo de alimento
(°C)
Experimento 1 70,45 £ 31,71 25 Nanoclorosis sp.
________________ (35,13-13489)
Experimento 2 8,85+4,72 11,14 £5,82 ** 22 Dunaliella salina
(2,48 - 17,63) (3,10 - 22,61)
King y Packard
(1975) 9.99+1.41 24.07 £3.41 ** 15 Fitoplancton del medio
[Calanus (8.91 - 10.89) (21.66 - 26,48)
pacificus]
Bamstedt (1980) 10 +3,53 14,08 +7,23 ** 23 Muestras de
[Acartia tonsa ] (7,5-12,5) (8,9 — 19,26) fitoplancton
(laboratorio)
Sim¢éi€ y Brancelj
(2997) 22,5+17,68 34,67 +27,23 ** 20 Scenedesmus sp.
[Daphnia sp.] (10-35) (15,41 - 53,93) Levaduras
Sim¢i¢ y Brancelj Scenedesmus
(2004) 10,75 +£13,08 16,56 + 20,16 ** 20 guadricauda
[Daphnia sp.] (1,5 -20) (2,31 - 30,81) Levaduras

Tabla 4. Referencias bibliograficas sobre la respiracion potencial. Los valores marcados con ** estan
corregidos con la ecuacién de Arrhenius a 25°C

4. Estudio de las relaciones entre los distintos pa  rametros

Una vez estudiada la evolucién de cada uno de los parametros individualmente,
se procedi6 a estudiar y comparar las relaciones existentes entre ellos. De esta
manera se estudié la evolucion de los ratios R/biomasa y R/®, asi como la relacién
entre la respiracion, respiracion potencial y biomasa mediante regresiones lineales.

4.1 Relacidon entre respiracion y respiracion potenc ial

Hemos encontrado una muy buena relacion entre las medidas de ambos
pardmetros. Se enfrentaron los valores de respiracion frente a los valores de
respiracion potencial (ambos en valores especificos por individuo), obteniendo la recta
de regresion R = 1.687 ® - 0.0049 con una bondad de ajuste de R* = 0.961 (Fig. 7).
Esto nos puede llevar a la afirmacidén de que efectivamente la respiracion potencial es
un buen indice de la respiracion.
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Fig. 7 Relacion existente entre respiracion y respiracion potencial medidos en LLIOzind'lh'1 durante el
periodo de incubacion de los organismos. La ecuacion resultante es R = 1.687 @ - 0.0049 (RZ: 0.961)

Por otro lado, también se estudi6 el ratio R/®, cociente que refleja la fraccion
de la capacidad respiratoria utilizada por los organismos. En su evolucion durante el
periodo de incubacion (Fig. 8) se observa una tendencia que se podria considerar
relativamente estable alrededor del valor de 1.5, lo que nos puede verificar el hecho de
que tanto la respiracion como la respiracion potencial siguen patrones muy parecidos
en su comportamiento y con una relacién significativa entres sus valores, ya que
ambas tasas presentan valores promedios muy parecidos (Tabla 1).

0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

Fig. 8 Evolucion temporal del ratio R/ ®. Ambos parametros en unidades de plO2/ind/h

La variacion en el cociente R/® se ve afectada por diferentes parametros y
después de numerosos estudios se ha visto que este ratio es altamente variable
(Tabla 5). Herndndez-Ledén y Gomez (1996) estudiaron los factores que podrian
causar esta variabilidad, observando que los factores que principalmente parecian
influir en este parametro son la temperatura, la alimentacion, el estado fisiolégico y la
edad de los organismos. En este sentido Herndndez-Leén y Gdmez (1996) encuentran
que el cociente R/® motré los valores promedios mas altos en las clases de talla
menores (100-200 um), encontrando valores cercanos o superiores a 1 en distintas
areas geograficas objeto de estudio. En nuestros experimentos obtuvimos un valor
promedio de 1.49 + 0.39. Teniendo en cuenta que la mayor parte de valores obtenidos
para Artemia salina se corresponden con los primeros estadios de vida, podriamos
comparar este valor promedio encontrado con el rango obtenido para las tallas entre
100-200 um por Hernandez-Ledn y Gémez (1996).
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Referencias Muestra R/® Localizacion
Experimentos Artemia salina 1.49+0.39 Incubaciones de Laboratorio
(todos los datos) (n=33)
King y Packard (1975) Calanus pacificus  (NI) 0.59+0.19 Atlantico Norte (Este)
(n=2) Pacifico Norte (Este tropical)
King y Packard (1975) Copépodos 0.71+£0.40 Atlantico Norte (Este)
(n=6) Pacifico Norte (Este tropical)
King y Packard (1975) Zooplancton 0.50 +0.17 Atlantico Norte (Este)
(n=146) Pacifico Norte (Este tropical)
Bamstedt (1979) Copépodos 1.39 £ 0.66 Suecia
(n=84) (Costa Oeste)
Bamstedt (1980) Acartia tonsa 0.47 +£0.08 Florida
(n=13) (Miami)
Ikeda y Skjoldal (1980) Acartia australis 0.16 +£0.02 Australia
(n=4) (Townsville)
0.94 £0.47 Mar Baltico
Hernandez-Leon y Zooplancton (n=13) (BALTEX)
Gbémez (1996) (100-200 pm) 2.55 £0.86 Islas Canarias
(n=56) (EMIAC 9006)
1.59+0.88 Islas Canarias
(n=2) (EMIAC 9103)
0.95+0.98 Gran Canaria
(n=10) (Aguas costeras)

Tabla 5. Variabilidad de los valores del ratio R/® encontrados en la literatura

4.2 Relacion con la biomasa

Hemos representado tanto la respiracibn como la respiracion potencial frente a
su biomasa en la forma logaritmica de una ecuacién alométrica (Kleiber, 1961),
estableciendo la relacion entre dichos parametros (Fig. 9, Fig. 10).

Las relaciones entre los procesos de las tasas metabdlicas y la biomasa estan
generalmente descritas por una ecuacion alométrica de la forma:

Y=aM" (Ec.7)
o en una transformada logaritmica
In(Y) = In(a) + b* In (M) (Ec. 8)

Aqui Y es el proceso de la tasa medida, M es la biomasa y ‘a’ y ‘b’ son
constantes empiricamente obtenidas. La ley de Kleiber (Kleiber, 1961) establece que
para la enorme mayoria de los organismos, la tasa metabdlica se corresponde con la
masa corporal elevada a la potencia %, de manera que la ecuacion quedaria:

Y=M?¥ (Ec.9)

Esta ley es una consecuencia de la fisica y geometria de los sistemas
circulatorios de los animales (West y Brown, 2005). Los organismos jévenes
(pequefios) respiran mas por unidad de peso que los adultos (grandes) de una misma
especie debido al elevado coste del crecimiento, algo que se puede ver reflejado en
este trabajo en la evolucién del ratio R/biomasa (Fig. 11), que experimenta una
disminucion a lo largo del periodo de incubacion.
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Fig. 9 Representacion del logaritmo de la respiracidn potencial (®) frente al logaritmo de la biomasa
(proteinas) por individuo (a) Datos representados del experimento 1y la ecuacion resultante es Ln @ =
0.59Ln biomasa - 0.05 (R2 =0.6044) (b) En el experimento 2 la ecuacion resultante es Ln ® = 0.64Ln

biomasa - 3,76 (R® = 0.92)
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Fig. 10 Representacion del logaritmo de la respiracion (R) frente al logaritmo de la biomasa (proteinas)
por individuo (a) Datos representados del experimento 1 y la ecuacioén resultante es Ln R = 0.32Ln
biomasa - 1.83 (R2 =0.54) (b) En el experimento 2 la ecuacion resultante es Ln R = 0.84Ln biomasa -
3,81 (R*=0.78)
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Fig. 11 Evolucion temporal del ratio entre la respiracion y la biomasa medida como contenido en
proteinas.Se encontré un valor promedio de 0.19 + 0.22

Diferentes estudios han corroborado que el exponente general para los
organismos es 0.75 [3/4] (King y Packard 1975; Whitfield 2006; Savage et al. 2004;
Brown et al 2007) en contraste con el 0.67 sugerido en la década de los '80.

En nuestros experimentos se puede observar que la pendiente diverge
bastante de estos valores establecidos. Respecto al experimento 2, encontramos unas
pendientes de 0.64 en relacion a la respiracion potencial y de 0.84 en relacion a la
respiracion, valores que podriamos asumir dentro del rango de valores encontrados
por Savage et al. (2004), en un intervalo de confianza del 95%, midiendo el
metabolismo basal, “de campo” (metabolismo de un organismo que vive libre en la
naturaleza) y el metabolismo méaximo. En el caso del experimento 1, los valores
obtenidos estan muy por debajo de los esperados, 0.59 para la respiracion potencial y
0.32 para la respiracion, variaciones que pudieran ser debidas a posibles errores
experimentales o a la climatizacion y adaptacién a las diferentes condiciones del
medio entre otros (Brown et al. 2007).

Por tanto, se requeriria de un mayor estudio para comprobar los posibles
factores que han hecho que la pendiente en nuestros experimentos sea diferente de la
esperada, ya que el valor de 0.75 parece ser el mas concluyente. Por otro lado, se ha
obtenido una relacién significativa entre la respiracion potencial y la biomasa (R?*=0.60
y R?=0.92), lo que parece confirmar la idea de que la respiracién potencial podria ser
utilizada como un buen indice de la biomasa viva.
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CONCLUSIONES

1. Los datos obtenidos se encontraron en el rango de valores encontrados en la
literatura

2. Tanto la cantidad como la calidad del alimento juegan un papel muy importante
en el desarrollo y crecimiento de Artemia salina

3. Se obtuvo una relacion significativa entre la respiracion y la respiracion
potencial, por lo que se puede decir que efectivamente la respiracion potencial
es una medida directa de la respiraciéon ( R=1.687® - 0.0049, R*=0.961)

4. Se encontr6 una relacion significativa entre la respiracion potencial y la
biomasa, por lo que la respiracion potencial podria ser un buen indice para
medir la biomasa viva (In ® = 0.64 In biomasa — 3.76, R* = 0.92)
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