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1. INTRODUCCION GENERAL

Los rotiferos constituyen uno de los grupos de metazoos caracteristicos del zooplancton
de las aguas epicontinentales, asi como de las zonas litoral-bent6nicas. La diversidad
funcional que presentan hace que su estudio sea obligado para conocer la estructura y
dindmica de las comunidades acuiticas (véanse, p.e., Hutchinson, 1967; Margalef,
.1983). Por ello, el estudio de los patrones de distribucién de los rotiferos atrajo desde
muy temprano la atencién de los limndlogos. A partir de dichos estudios, y sobre todo en
las dos tltimas décadas, la atencién de los investigadores ha ido amplidndose para dar
cabida, junto a los estudios de distribucién espacial y temporal, a la investigacion de los
mecanismos fisiolégicos y genéticos que puedan explicar los patrones ecoldgicos
observados, asi como al estudio del significado adaptativo de tales mecanismos (p.e,
King, 1977a,b, 1980; May et al., 1987, Pejler et al., 1983; Pourriot y Snell, 1983; Serra y
Miracle, 1985, 1987; Snell, 1979, 1987, Ricci et al, 1989). Del mismo modo que en el
conocimiento de su ecologia y evolucién, ha tenido tradicionalmente importancia el
estudio de la diversidad y distribucién del grupo, de sus interacciones ecoldgicas (e.g.,
hdbitos alimentarios, funciébn en los ecosistemas, relaciones predador-presa,
acuicultura), y del controvertido tema de sus relaciones evolutivas filogenéticas, y mas
recientemente ha adquirido especial relevancia el estudio de sus ciclos de vida centrado
en aspectos tales como la dindmica de sus poblaciones, el comportamiento reproductivo
y los procesos de senescencia. Los estudios sobre la biologia de los rotiferos constituyen
pues un campo de conocimiento en crecimiento cuyos limites no estan claramente
establecidos y que goza de una gran interdisciplinariedad.

Por otra parte, el andlisis de las estrategias vitales esta siendo considerado dc gran
importancia en el desarrollo de la ecologia evolutiva. La teoria de los rasgos de los
ciclos vitales, iniciada con los trabajos de Lack (1947), Medawar (1946, 1952) y Cole
(1954), es un tema de creciente interés en el campo de la ecologia, tal y como demuestra
el que el concepto de estrategias vitales ocupe el noveno lugar en importancia, dentro de
una lista de cincuenta y cinco conceptos ecoldgicos, segin una encuesta realizada a los
miembros de la British Ecological Society (Cherret, 1989). Dentro de la teoria de los
rasgos vitales, la reproduccion es un concepto clave en la comprension de la diversidad
de los ciclos de vida a través de los compromisos que las componentes reproductivas
establecen con otros rasgos vitales en la historia evolutiva de los organismos (Harvey et
al., 1991).



Por ello, un fendmeno de interés desde una dptica de la ecologia evolutiva es la
peculiar estructura reproductiva de los rotiferos monogonontes, ya que presentan
reproduccién partenogenética ciclica. El descubrimiento de la partenogénesis en los
rotiferos y la elucidaciéon de los ciclos vitales de sus grupos principales han sido
revisados de forma detallada por Remane (1929-33). Las primeras descripciones claras
y los primeros dibujos de estos organismos fueron realizados por Leeuwenhoek (1702);
todos ellos correspondientes a hembras. Los naturalistas posteriores, incluido
Ehremberg (1838), generalmente creyeron que los rotiferos eran hemarfroditas. Este fue
el resultado de un error generalizado para reconocer o detectar a los machos de los
rotiferos, lo que di6 lugar a anecdéticos intentos de identificar 6rganos reproductores
masculinos en las hembras (véase en Birky y Gilbert, 1971). Esta confusion fue disipada
por la descripci6n realizada por Brighwelli de la especie Asplanchna brigthwelli (1848),
en la cual se reconocia al macho de la especie, los 6rganos reproductores de ambos
sexos, la oogénesis y la copulacién, aunque sus observaciones y experimentos no fueron
lo suficientemente extensivos como para demostrar la existencia de la partenogénesis.
Posteriormente, en base a los estudios de dindmica de poblaciones realizados en
Brachionus urceolaris, Cohn (1856) establecié correctamente el ciclo de vida de los
rotiferos, el cual incluia la existencia de dos tipos de hembras. No obstante, fue Maupas
(1890, 1891) quien desarrolld los experimentos de laboratorio necesarios con Epiphanes
senta y quien demostrd claramente la:.existencia de hembras amicticas, las cuales
producen hijas por partenogénesis, y de hembras micticas, las cuales producen machos
por partenogénesis o, si son fecundadas, huevos durables latentes que eclosionan dando
lugar a hembras amicticas. Este autor también mostré que las hembras amicticas pueden
producir en su descendencia tanto hembras micticas como amicticas, y que la
proporcién de hembras micticas cra marcadamente mayor cuando los individuos se
mantenian en determinadas condiciones ambicntales. En dicho trabajo, sc presenta la
primera sugerencia de que una scifial o estimulo externo pucde modificar el desarrollo
embrionario y el modo de reproduccién de las hembras de los rotiferos, y cs el trabajo
scminal del que arranca un extenso campo de investigacion en el que se incluye el
trabajo aqui presentado. Los trabajos subsccucntes han proporcionado la generalizacion
de que existen tres tipos diferentes de ciclos vitales en los rotiferos, que se corresponden
con las tres grandes subdivisiones del phylum Rotifera. La alternancia de reproduccion
sexual y asexual descrita por Maupas la presenta la clase Monogononta. En las especies

de la clase Bdelloidea no se han encontrado machos y la reproduccion es estrictamente



partenogenética. Por ultimo, los rotiferos epibiontes marinos de la clase Seisonidea
parecen ser estrictamente sexuales.

Explicar el papel y la determinacién de la reproduccion sexual en los
partenogenéticos ciclicos tales como rotiferos y cladéceros ha cautivado a los bidlogos
durante mucho tiempo. Actualmente el problema se compone esencialmente de tres
partes (Snell, 1987): (1) el porqué de la existencia del sexo y cémo es mantenido por
seleccion natural en los ciclos vitales, (2) cudndo es el momento adecuado para que se
produzca el cambio de la fase asexual a la fase sexual del ciclo vital, y (3) cudl debe ser
la frecuencia y cantidad de reproduccién sexual, puesto que partenogénesis y
reproduccién sexual pueden ocurrir de forma concomitante en estos organismos. A estas
cuestiones aifiade complejidad la diversidad de los habitats que ocupan los rotiferos
monogonontes, ya que el patrén que presenten dependera de las fuerzas selectivas
ejercidas por el habitat particular en el que el organismo ha vivido. Por ello, cualquier
investigacién que intente contestar a alguna de estas preguntas debe esforzarse por
contextualizar sus respuestas, tomando como marco de referencia la diversidad orgénica
y ecolfgica, intra o interespecifica, que presenta el grupo. Ademds, es preciso
considerar también las consecuencias indirectas que una u otra estrategia de
reproduccién sexual pueda conllevar. La seleccién natural actia en rasgos sometidos a
una tupida red de relaciones y constricciones que pueden modificar la respuesta
selectiva. Asi, por ejemplo, la reproduccién sexual puede suponer costos fisiolgicos,
costos de endogamia 0 de exogamia, costos demograficos, etc., que impliquen dicha
modificacion.

Varios autores han desarrollado explicaciones acerca de como el sexo persiste en
estos ciclos vitales heterogénicos (e.g., Williams y Mitton, 1973; Williams, 1975;
Maynard-Smith, 1978; Manning y Jenkins, 1980; Bell, 1982). El efecto de la frecuencia
de la reproduccion sexual y de la tasa de hembras que se reproducen sexualmente, en la
produccién de huevos sexuales y en el crecimiento de la poblacion ha sido explorado
por Snell (1987). El momento de la determinacion de la reproduccion sexual dentro del
ciclo vital ha sido también examinado desde una variedad de perspectivas (e.g.,
Williams y Mitton, 1973; Williams, 1975; Gilbert, 1974; King, 1980; Bell, 1982; Snell y
Boyer, 1988). El presente trabajo considera cuestiones relacionadas principalmente con
cudl es el momento més adecuado para la reproduccién sexual dentro del ciclo vital de
los rotiferos partenogenéticos ciclicos y se centra en el estudio de la induccién de la
reproduccién sexual, los factores externos e internos relacionados, los fenémenos




asociados v las implicaciones de este modo de reproduccion en el rotifero Brachionus
plicatilis.

El trabajo se ha estructurado en tres partes, cada una de ellas compuesta por un
ndmero variable de capitulos. La primera parte se ocupa de las generalidades, y
comprende los capitulos 2, 3, y 4. En el capitulo 2 donde se describe la especie objeto de
estudio se introducen los aspectos generales de la reproduccién en esta especie
presentando su ciclo reproductivo cldsico asi como algunas excepciones al mismo. En
este capitulo se describen también brevemente las caracteristicas de las lagunas de
procedencia de las poblaciones de laboratorio analizadas.

Los capitulos 3 y 4 se dedican a la metodologia general empleada en el trabajo,
describiéndose en cada uno de los restantes capitulos los aspectos metodoldgicos
particulares, asi como los disefios experimentales empleados en el estudio de los
aspectos que tratan. En el capitulo 3 se hace una relacién de los métodos de cultivo y los
diferentes tipos de cultivos utilizados para el desarrollo del trabajo. En el capitulo 4 se
describe la metodologia de caracter bioquimico, la cual ha tenido una gran relevancia en
el desarrollo del estudio (andlisis de diferencias intraespecificas, caracterizacién del
envejecimiento, y diferenciacién de hembras micticas y amicticas). Se ha dedicado un
capitulo independiente a estas técnicas porque su uso no se limité a una mera aplicacién
de los protocolos, sino que el desarrollo y ajuste de estos métodos ha constituido una
parte importante del trabajo y por ello se ha considerado interesante una descripcion
minuciosa de las técnicas desarrolladas. Se han incluido comentarios v advertencias
acerca del uso de las mismas, ya que podrian constituir aportaciones metodoldgicas
interesantes en la aplicacién de estas técnicas v en su adecuacién a otras situaciones y
nccesidades experimentales.

Antes de realizar una gencralizacion de las propiedades ccol6gicas de una cspecie
cs neccesario cstablecer la cantidad de variacién, heredable o no, dentro y entre
poblaciones. Los individuos pertenccientes a la misma poblacién o especie pueden
diferir entre si debido a la variacién genética individual, diferencias en edad, sexo,
alimentacion, cstado del ciclo vital, forma corporal, hébitat, cnfermedades, dafnos
accidentales y parasitismo (Ferguson, 1980). En consecuencia, previo al cstudio de la
induccion de la reproduccién sexual en diferentes poblaciones de laboratorio llevado a
cabo en la parte tercera, la segunda parte, compuesta de los capitulos 5 y 6, estudia
respectivamente la variabilidad intraespecifica genética y la debida a la edad —dos
factores presumiblemente implicados en la mixis— mediante el analisis electroforético

de proteinas totales, en la especie Brachionus plicatilis. La utilizacién de dicho analisis



electroforético permite, ademads, poner en relacién los resultados de la segunda parte con
el estudio de las diferencias entre hembras micticas y amicticas, llevado a cabo en la
parte tercera por el mismo método. El capitulo 5 aborda el estudio de la variabilidad
intraespecifica con el fin de evaluar la variacion genética existente entre diferentes
poblaciones de laboratorio, estableciéndose una caracterizacién de las mismas para su
estudio en posteriores capitulos. Los resultados se discuten comparandolos con los de
otros estudios anteriores de esta misma especie. También se discuten otros aspectos
colaterales relativos al uso. del anélisis. de proteinas totales con. fines sisteméticos. El
capitulo 6 estudia la variabilidad intraespecifica de origen fisiolégico debida a la edad
de los individuos. Tiene como objeto la caracterizacién bioquimica del envejecimiento
de los individuos estableciendo una relacién entre su edad fisiolégica y el perfil de
proteinas totales. Los resultados se relacionan con algunas de las teorias fisiolégicas y
evolutivas del envejecimiento.

En la tercera parte se abordan los objetivos principales del trabajo, con el estudio
de la induccién de la fase sexual en el rotifero Brachionus plicatilis. Esta parte
comprende los capitulos 7, 8, 9 y 10. El capitulo 7 intenta ofrecer una sintesis de las
aproximaciones empiricas y tedricas al problema de la mixis en los rotiferos
partenogenéticos ciclicos, y se centra en los factores relacionados con el control de la
mixis y su posible significado ecolégico desde el punto de vista de la adaptacion y de la
evolucién. Este capitulo incluye una revision bibliografica de los estudios de laboratorio
sobre los factores que controlan la produccién de hembras micticas en los rotiferos
monogonontes, la primera consecuencia que aparece tras la induccién de la mixis. Se
incluyen también en la revisién los estudios de campo acerca de la incidencia de la
reproduccion sexual en las poblaciones naturales. Ademas, sc ofrece una vision de las
diferentes aproximaciones y planteamicntos tedricos utilizados en la interpretacién del
significado ecoldgico y adaptativo del momento de la reproduccién sexual en los ciclos
vitales de los rotiferos, y de los posibles estimulos implicados en su induccidn.
Finalmente estas aproximaciones y criterios se integran en un modelo tedrico de
naturaleza cuantitativa que se describe en este capitulo y es utilizado en una serie de
simulaciones con el objeto de predecir el momento Optimo para la induccién de la
reproduccion sexual en los rotiferos partenogenéticos ciclicos que ocupan habitats
variables en el tiempo.

El capitulo 8 estudia el efecto de la densidad de poblacién sobre la produccion de
hembras micticas en poblaciones cldnicas de laboratorio. En €l se compara la respuesta

mictica a la densidad de algunas de las cepas caracterizadas electroforéticamente en la



segunda parte de este trabajo, y se incluyen en la comparacion otras cepas de origen
remoto y cepas derivadas mediante huevos sexuales de una de las poblaciones de
laboratorio. El disefio experimental es multifactorial, y junto al efecto del factor
densidad de poblacién se evalida la importancia de los factores internos genotipo y edad
en la respuesta mictica de las hembras de Brachionus plicatilis.

En el capitulo 9 se aborda el estudio del mecanismo de accién de la densidad de
poblacién sobre la mixis. Para ello se utiliza una aproximacién metodol6gica consistente
en probar la capacidad de induccién de la respuesta sexual en las hembras de
Brachionus plicatilis de un medio de cultivo previamente condicionado por el
crecimiento de una poblacién de rotiferos en él. Ademas, para evaluar el grado de
especificidad de la respuesta, ésta se compara con la obtenida para un medio
precondicionado por otros organismos diferentes a los rotiferos. También se discuten las
posibles relaciones entre densidad y mixis que sugieren conjuntamente los resultados
experimentales y los datos de las simulaciones realizadas con el modelo descrito en el
capitulo 7.

En el capitulo 10 se analizan las implicaciones fisioldgicas de la reproduccion
sexual en los rotiferos partenogenéticos ciclicos mediante una comparacién de las
diferencias fisioldgicas y de los rasgos vitales que presentan los dos tipos de hembras,
micticas y amicticas, de una poblacién clénica de laboratorio, y que por lo tanto sélo
difieren en su comportamiento reproductivo. Las diferencias en los rasgos vitales entre
ambos tipos de hembras se evalian mediante analisis demografico utilizando para ello
datos sobre dinamica dc poblaciones recopilados y cedidos por M. Serra. El estudio se
completa con ¢l andlisis de las diferencias fisioldgicas determinadas mediante la
comparacion dc los patrones de protecinas totales de hembras micticas y amicticas,
haciendo uso de la técnica electroforética ya ecmpleada en capitulos precedentes. Los
resultados del andlisis dc proteinas totales se interpretan en base a los obtenidos en el
estudio sobre cl envejecimiento individual realizado en el capitulo 6. Las diferencias en
los patrones demogréficos y proteinicos existentes entre hembras micticas y amicticas se
discuten en relacién con las teorias propuestas dentro del marco de la fisiologia
ecoldgica.

Por adltimo, en ¢l capitulo 11, se presenta la conclusion del trabajo donde se lleva a
cabo una breve discusion de caracter general de los resultados obtenidos, y de las
implicaciones y conexiones causales de estos resultados con nuevas perspectivas en el
campo de la biologia sexual de los rotiferos. Como final se sintetizan las principales

conclusiones del trabajo.



PARTE PRIMERA: MATERIAL Y METODOS. GENERALIDADES

La primera parte de este trabajo se ocupa de
aspectos preliminares. El capitulo 2 hace una
descripcién de la especie estudiada y de las
dreas. geogrificas de muestreo de donde
proceden las poblaciones clénicas de laboratorio
'cjue se han analizado. Los capitulos 3 y 4,
dedicados a la metodologia de indole general
utilizada en el conjunto del trabajo, describen
respectivamente los métodos de cultivo y las

técnicas bioquimicas empleadas.
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2. DESCRIPCION DE LA ESPECIE. ORIGEN GEOGRAFICO DE LAS CEPAS

2.1. DESCRIPCION DE LA ESPECIE
Taxonomia

Los rotiferos han sido incluidos por algunos autores como una clase en el phylum
- Asquelmintos (Koste, 1978; Koste y Shiel, 1987), pero mads cominmente se consideran
como un phylum (p.e., Edmondson, 1959; Wallace y Snell, 1991). En este dltimo caso,
el grupo conocido como asquelmintos no recibe estatus de taxon.

El rotifero Brachionus plicatilis Miiller 1786 (sin6nimos: B. miilleri Ehremberg
1834, B. hepatolomeus Gosse 1851 y B. orientalis Rodewald 1937) es un miembro de la
familia Brachionidae, la mayor de las pertenecientes al orden Ploimida (clase
Monogononta, phylum Rotifera).

Algunos autores consideran que el concepto cldsico de especie biolégica no puede
ser aplicado de forma estricta a los rotiferos monogonontes, ya que sus ciclos vitales
implican una alternancia de generaciones partenogenéticas y sexuales, existiendo un
predominio, en muchos de ellos, de la modalidad de reproduccién partenogenética. Por
esto, Ruttner-Kolisko (1974) opt6 con respecto a la taxonomia de los rotiferos por el
uso del concepto de especie como especie evolutiva (Simpson, 1961). Asi la mayor
parte de los trabajos taxondmicos recientes evitan el uso del término especie y agrupan a
Brachionus plicatilis y las formas semejantes a €l como ecotipos dentro de un grupo
("Formenkreiss") (Kutikova, 1970; Ruttner-Kolisko, 1974; Koste, 1978). Ruttner-
Kolisko clasifica a B. plicatilis junto con otros Brachionus (B. urceolaris Miiller 1773,
B. sesssilis Varga 1951, B. rubens Ehremberg 1838, entre otros) en ¢l "Formenkreiss”
urceolaris. Una clasificacion semejante es la propuesta por Koste (1980):
"Formenkreiss" urceolaris, grupo de especies plicatilis. No obstante, Kostc y Ruttner—
Kolisko coinciden en senalar que la morfologia de B. plicatilis esta claramente
diferenciada de la de las restantes especies, siendo su rasgo mas caracteristico la
presencia de cuatro l6bulos en la parte anterior de la placa ventral de la loriga. B.
plicatilis muestra una gran variabilidad en cuanto a su tamano y morfologia (Kutikova,
1970; Koste, 1980; Sudzuki, 1987) tal y como cabia esperar de un organismo tan
tolerante a las variaciones ambientales, y con una distribucién tan amplia.

A pesar de las consideraciones anteriores, recientemente, Snell (1989) ha

propuesto como valida la aplicacién del concepto de especie biolégica al grupo de los
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monogonontes debido a que considera los episodios de sexualidad como un rasgo
importante de su ciclo vital, y a la existencia de mecanismos efectivos de aislamiento
reproductivo que permiten discriminar entre especies estrechamente relacionadas de

- forma absoluta y consistente con este concepto de especie.
Distribucion y ecologia

El rotifero Brachionus plicatilis es un organismo plancténico que habita preferentemente
en ambientes atalasohalinos: de elevada alcalinidad (Margalef, 1955; Pejler, 1974,
Walker, 1981; Hammer, 1986), siendo frecuente su presencia en lagunas endorreicas
(Margalef, 1955), aunque también lo es en lagunas litorales salobres (Bérzins, 1960).
Brachionus plicatilis se ha encontrado en todas las regiones biogeograficas excepto en
la Antartida (Pejler, 1977a), siendo mas frecuente en aguas subtropicales. Su
distribucién cosmopolita sugiere un eficiente mecanismo de dispersién por lo que su
presencia en el zooplancton de una localidad depende fundamentalmente de que las
condiciones ambientales le resulten tolerables y de su eficacia bajo los distintos factores
ecolégicos.

Brachionus plicatilis ha sido observado en amplios rangos de los principales
parametros fisico-quimicos, caracterizandose como eurihalino y politérmico (Walker,
1981). Puede vivir en un rango de salinidad que va, como minimo, desde 1 g/l hasta 97
g/l (Ito, 1956, 1960) y soporta ascensos bruscos de los valores de este pardmetro (Epp v
Winston, 1977). Su curihalinidad viene dada por su capacidad de tolerar variacioncs
considerables de la concentracién de solutos en sus fluidos corporales, lo cual le
caracteriza como un organismo osmoconformador (Epp y Winston, 1977).

Las temperaturas a las que ha sido obscrvado en la naturaleza, rcgistradas cn la
literatura, varian entre un minimo de 5°C (Walker, 1973) hasta un maximo de 30°C
(Yufera, 1982). Por otro lado, su tolcrancia a las altas salinidadcs indica que posce cierta

tolerancia a las bajas concentraciones de oxigeno (Walker, 1981).

Etologia alimentaria

Por su funcion tréfica, B. plicatilis es un organismo filtrador, que crea una corriente
mediante su corona ciliada para atraer las particulas de las cuales sc alimenta. En
general, se acepta que se trata de un organismo polifago, poco selectivo, habiéndose

citado una gran variecdad de tipos de alimento (para referencias véanse, p.c., Ito e Iwai,



1957; Ito, 1960; Hirata y Mori, 1967; Theilaker y McMaster, 1971; Hirayama y
Watanabe, 1973; Pourriot, 1977; entre otros). Sin embargo, es posible que realice una
seleccién por el tamaio y por la actividad de las particulas que captura (Chotiyaputta e
Hirayama, 1978). Hino ¢ Hirano (1980) encontraron que el tamaifio de particulas que

puede ingerir oscila entre 2 y 28 ym.
Descripcién morfolégica. Anatomia

Los rotiferos son organismos pseudocelomados de tamano microscépico. Son notables
entre los metazoos por su pequefio tamafio; su longitud oscila en un rango de 40 a 2000
um no superando la mayoria los 500 #m. Normalmente no son mayores que los
protozoos, pero dentro de este tamafio tan reducido poseen una organografia animal casi
completa. Su organizacién celular es fundamentalmente sincitial (Clément, 1977) y su
desarrollo eutélico, es decir toda la actividad mit6tica tiene lugar durante la
embriogénesis, no produciéndose regeneracion celular en el organismo adulto (Ruttner—
Kolisko, 1974; Barrows y Kokkonen, 1985). '

El cuerpo de Brachionus plicatilis puede dividirse en una breve regién anterior o
cabeza, un tronco largo, y un apéndice posterior llamado pie terminal.

La cabeza lleva la corona u érgano rotatorio con funcién locomotora y de captura

del alimento. Este aparato ciliado es comin a todos los rotiferos y da nombre al grupo.
Debido a la forma caracteristica en que baten sus cilios, da la impresion de una rueda
que gira, y de ahi el nombre de rotiferos o "portadores de ruedas". Mediante la accion de
un musculo retractor, la cabeza puede invaginarse en el tronco.

El tronco esté protegido por un caparazén escleroproteinico, o loriga, formado en
Brachionus por dos placas, una dorsal y otra ventral que se encuentran soldadas
lateralmente. Ambas placas presentan prolongaciones y dentaciones en sus bordes, asi
CcOomo ornamentaciones externas; estos caracteres tiencn valor taxonémico.

El pie, anillado, puede retraerse telescOpicamente cn el interior del tronco. Su
forma es alargada, y termina en dos prolongaciones (dedos), en cada una de las cuales
se abre una glandula (glandula pedia) que secreta una sustancia cementante, de forma
-que el rotifero puede fijarse temporalmente al sustrato.

Cuando el animal contrae la cabeza y el pie, puede observarse mas claramente la
forma de la loriga, cuya longitud oscila tipicamente entre 125 y 315 gm (Walker, 1981).
Brachionus plicatilis se caracteriza por presentar 6 prolongaciones agudas o espinas de

aspecto y longitud variable en el borde anterior de la placa dorsal, y cuatro 16bulos mas



0 menos pronunciados en el borde anterior de la placa ventral de la loriga. La presencia
de estos cuatro 16bulos es la caracteristica mas claramente definitoria de la especie, tal y
como se ha indicado anteriormente. La morfologia de la loriga esta sujeta a variacion, lo
que se ha usado para el establecimiento de formas taxonémicas.

La figura 2.1 muestra la organizacién anatémica de B. plicatilis, la cual se
describe brevemente a continuacion.

La pared del cuerpo es transparente y estd formada por una cuticula, un tegumento
sincitial y un sistema de musculos subepidérmicos. El citoplasma del tegumento
sintetiza la cuticula, de naturaleza proteino—polisacaridica (Clément, 1969). El
tegumento posee una ldmina intracitoplasmdtica de naturaleza escleroproteinica que
forma el exoesqueleto del rotifero. La estructura de esta ldmina en el género Brachionus
consiste en la yuxtaposicion de estructuras tubulares verticales (Clément, 1977). Debido
a las propiedades quimicas que presenta, se piensa que esta lamina esta constituida por
un material escleroproteinico semejante a la queratina (Bender y Kleinow, 1988). El
grosor de la lamina intracitoplasmaética varia en las diferentes partes del cuerpo y
aumenta con la edad del animal. La ldmina es especialmente gruesa en el tronco, donde
forma la llamada loriga, adelgazandose en el pie, principalmente en las articulaciones de
los segmentos anulares que permiten la retraccién telescopica del mismo. La placa
intracitoplasmatica del tegumento que cubre la parte anterior del animal es muy tenue
permitiendo la contraccion del animal por invaginacién de esta parte en el tronco.

El tegumento de la cabeza presenta ademdas una ciliacion caracteristica que
constituye el aparato rotatorio. En Brachionus plicatilis estc aparato presenta un campo
bucal ciliado bien desarrollado que tiecne forma de embudo y en cuyo vértice sc
cncuentra la boca. Los bordes supraorales del campo bucal se exticnden formando tres
I6bulos provistos de cirros dispuestos en penachos que constituyen el llamado
pscudotroco, el cual limita parcialmente el campo bucal. El borde de la cabeza presenta
cinco 16bulos poco marcados en los que se inserta una banda ciliada o cingulo, cuyos
cilios baten metacronicamente. Este conjunto constituye la corona externa (véase la
figura 2.2). El cingulo y ¢l pseudotroco, que sobresale centralmente, delimitan una zona
desnuda denominada campo apical, muy reducida en el género Brachionus (Koste y
Shiel, 1987). En él se observan drganos sensoriales mecanicos (sedas) y quimicos
(fosetas vibratiles).

Al sincitio del tegumento se encuentran vinculados numerosos Organos

glandulares, en particular las glandulas pedias.
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Figura 2.1. Brachionus plicatilis: (a) hembra, aspecto ventral; (b) macho, aspecto lateral.
Ad, antena dorsal; An, ano; A/, antena lateral; Bo, boca; Ce, cerebro; Cf, célula flamigera;
Ci, cingulo; CI, cloaca; Cr, cirro; De, dedo; Es, espermatozoides; Eso, esoéfago; Est,
estomago; Fa, faringe; Gg, glandula grastrica; Gp, grandula pedal; Gpr, glandula prostatica;
Gv, germovitelario; Hu, huevo; In, intestino; Ma, mastax; MI, musculo longitudinal; Ne,
nervio; Ss, seda sensitiva; Pe, pared del cuerpo; Pe, pene; Pi, pie; Pn, protonefridio; Pt
pseudotroco; 7dv, tubo digestivo vestigial; Te, testiculo; Ve, vesicula. (Tomada de Serra,
1987; a su vez modificada a partir de Koste, 1980).
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Figura 2.2. Fotografia al m.e. de barrido del aparato rotatorio de Brachionus plicatilis. La

barra horizontal equivale a 10 pm. (Servicio de Microscopia Electronica de la Universitat de
Valencia)
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La musculatura de los rotiferos esta constituida por dos tipos de musculos: los
musculos viscerales que se extienden a lo largo del tubo digestivo y rodean otros
6rganos internos; y los misculos esqueléticos que controlan la forma del cuerpo, el
movimiento y el desplazamiento espacial del animal. La musculatura esquelética no estd
constituida por masas continuas sino por pequefios musculos de fibra lisa o estriada
orientados circular o longitudinalmente y constituidos por una o dos células (véase
Clément 'y Amsellem, 1989). La cavidad visceral estd atravesada por misculos
longitudinales que se insertan.en la pared del cuerpo y forman dos grupos: los misculos
retractores cefalicos (dos pares: retractores dorsales 'y retractores centrales) y los
retractores pédicos (un par). Cada misculo estd adaptado de forma muy precisa para
desempenar un papel concreto en la conducta del organismo.

No existe cubierta dermomuscular, ni endotelio peritoneal mesodérmico. La
cavidad corporal no es un celoma, sino el equivalente a un blastocele. En esta cavidad
pseudocelomatica se encuentran el sistema digestivo, el sistema nervioso y el
germovitelario.

El sistema digestivo del animal se abre en una boca situada ventralmente en el
llamado campo bucal, entre el cingulo y el pseudotroco. El conducto bucal es ciliado y
se encuentra separado de la faringe por un velo tenue que impide el retroceso del
alimento ingerido. En la cara ventral de la faringe, y alojado en una invaginacion del
tubo digestivo que forma una especie de bolsa blanda o buche, se encuentra el mastax o
aparato masticador. Caracteristico de todos los rotiferos, estd constituido por un
conjunto de piezas duras quitinosas que se encuentran siempre en movimiento gracias a
la presencia de una musculatura muy desarrollada. Brachionus plicatilis posee un tipo
de mastax poco especializado, el denominado maleado. Las paredes de la cdmara donde
se encucntra el mastax contienen glandulas salivares que producen secreciones que van
al interior de la misma, asi como sensores nerviosos. La faringe va seguida de un corto
esOfago ciliado que desemboca en el estdmago. El estdmago es un saco ciliado
constituido por un nimero constante de células y rodeado de una delicada malla de
musculos longitudinales y circulares. En su interior desembocan un par de gldndulas
gastricas (Clément, 1977) que segregan enzimas para la digestién, la cual es
extracelular. Un intestino globoso, corto, de paredes sincitiales, finas y densamente
ciliadas, sigue al estdmago, y se abre en la base del pie en una cloaca dorsal, en la que
también desembocan el oviducto y la vejiga (Beaumont y Cassier, 1981). Existe un

esfinter pildrico que separa el estomago del intestino.
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El aparato excretor es protonefridial y estd constituido por dos conductos
principales ramificados, situados a cada lado del cuerpo, cuyos canales secundarios
terminan en células flamigeras que realizan una funcién filtradora; el género Brachionus
presenta 4 células terminales en cada conducto (Koste y Shiel, 1987). Los conductos de
los protonefridios desembocan en una vejiga ventral, voluminosa en Brachionus
plicatilis, que se contrae ritmicamente y expulsa las excretas. Los protonefridios,
ademas de eliminar las sustancias de excrecidn, tienen un papel osmorregulador.

Los rotiferos no poseen ni aparato circulatorio, ni aparato respiratorio.

La parte central del sistema nervioso es una masa mas o menos bilobulada, el
cerebro, que se sitda en posicién dorsal con respecto al mdstax. De €l parten un par de
nervios faringeos que inervan la pared del méstax, formando un plexo nervioso en el que
destaca el ganglio del méstax; y un par de nervios longitudinales que llegan hasta el pie
y presentan numerosos ganglios en su trayecto (Wallace y Snell, 1991). Los misculos y
6rganos sensoriales de la regién apical se encuentran inervados por nervios que parten
directamente del cerebro. El sistema nervioso de estos organismos presenta como
caracteristica notable la clara separacién entre elementos sensoriales y motores.

Entre los érganos sensoriales cabe destacar unas protuberancias dotadas de sedas
tactiles denominadas antenas. En Brachionus existe una antena dorsal, situada en la
cabeza, entre las espinas medias dorsales, y dos antenas laterales en la parte media
anterior de la loriga. Otra estructura sensorial importante es una mancha ocular u ojo
cerebral que aparece en posicién anterodorsal. Ito e Iwai (1957) han descrito una seric
de respuestas fototacticas y geotacticas en B. plicatilis que ponen de manifiesto la
capacidad de su sistema nervioso para coordinar cste tipo de reacciones. Existen ademas
NuUMmerosos quimiorreceptores y sensores tactiles situados en su mayor parte ¢n ¢l campo
apical.

En el aparato reproductor o germovitelario existe una clara disociacién entre la
funcidon germinativa y la vitelogénica. La gonada es bilobulada y con una porcion
ovarica y otra viteldgena, ambas envueltas por una membrana quc se continua en un
oviducto el cual desemboca en la cloaca. En las hembras de Brachionus plicatilis
existen glandulas sexuales accesorias que segregan un material que adhiere el huevo al
cuerpo de la madre tras su salida al exterior (Sudzuki, 1957).

El dimorfismo sexual en Brachionus plicatilis es notable. El macho es un
organismo efimero, de dimensiones reducidas (su longitud varia entre un tercio y un
cuarto de la longitud de la hembra). Su forma es cénica, menos oblonda que la de la

hembra, y su organizacion estd muy simplificada. Carece de loriga, presentando su
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aparato rotatorio una dnica corona ciliada con funcién locomotora. En el campo apical
s6lo existen algunas sedas sensoriales. En la parte posterior del cuerpo se observa un pie
muy corto que se encuentra desplazado lateralmente por un voluminoso pene situado en
posicién terminal. El tubo digestivo del macho esta atrofiado, desprovisto de cloaca y
ano, encontrandose la cavidad del cuerpo casi completamente ocupada por un gran
testiculo con un espermiducto ciliado que se encuentra flanqueado por dos masas
glandulares (glandulas prostaticas) y que desemboca en un gonoporo situado en la
.extremidad del pene. En el testiculo existen espermatozoides con una morfologia similar
ala tlipi‘ca de estas células. En Brachionus ‘plzl'ca'tilz"s el testiculo p'rcs‘enta‘cﬁtré 40 y 200
espermatozoides (Gilbert, 1983a); junto a ellos se encuentran unas formaciones
bastonoides que al parecer son estructuras derivadas de células germinales atipicas
(Clément, 1977; véase también Gilbert, 1983a) y no una forma especial de espermatidas

como se penso en un principio. El macho posee aparato excretor y cerebro.

Reproduccion

El ciclo reproductivo de B. plicatilis presenta las caracteristicas generales del ciclo de
los rotiferos monogonontes (figura 2.3), el cual ha sido especialmente estudiado en los
géneros Asplanchna y Brachionus (King y Snell, 1977a, 1977b; Gilbert y Litton, 1978;
Ruttner—Kolisko, 1983; Lubzens et al., 1985).

Los rotiferos monogonontes son organismos partenogenéticos ciclicos
heterogénicos que presentan un ciclo de vida caracterizado por la altemancia de
periodos de reproduccién asexual, en ausencia de machos (fase amictica), y periodos de
reproduccion sexual (fase mictica del ciclo). Durante los periodos de reproduccion
ascxual, las hembras amicticas diploides siempre producen huevos diploides mitéticos,
que transportan adheridos a su cuerpo. Estos huevos que durante su maduracién han
experimentado una unica divisién ecuacional formando un dnico cuerpo polar, se
desarrollan partenogenéticamente en hembras (partenogénesis ameidtica 0 apomixis;
Birky y Gilbert, 1971; Ruttner-Kolisko, 1974; Gilbert, 1983a). La mayor parte del ciclo
biol6gico de estos rotiferos transcurre en la fase asexual, pero bajo el estimulo de
determinados factores internos y externos la reproduccion sexual tiene lugar de forma
concomitante. El mecanismo de induccién de la produccién de hembras micticas no estd
bien determinado, y aunque se ha puesto en relacién tanto con factores externos como
internos (Gilbert, 1977a; Pourriot y Clément, 1981; Pourriot y Snell, 1983; Hino y
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Hirano, 1984; Lubzens et al., 1980, 1985; Snell, 1986; Lubzens y Minkoff, 1988; para
una revision del tema, vedse mas adelante el capitulo 7), el estimulo que desencadena el
inicio del ciclo sexual se desconoce todavia.

Los periodos de reproduccién sexual se inician cuando después de recibir el
estimulo adecuado, las hembras amicticas comienzan a producir hembras micticas entre
su descendencia. La proporcién de hembras micticas y la duracién de su produccién
dependen de la intensidad del estimulo mictico recibido.

En los rotiferos de la familia Brachionidae se acepta que el momento de la
determinacién del tipo de hembra (mictica o amictica) ocurre antes de que el huevo
salga de la cavidad corporal materna (Shull, 1912; Buchner, 1941a; Ruttner—Kolisko,
1964), probablemente durante el proceso de maduracion y crecimiento de los oocitos.
Las hembras micticas, morfolégicamente indistinguibles de las hembras amicticas en el
género Brachionus, producen huevos que experimentan divisiones meidticas durante su
maduracién dando lugar a la formacién de dos cuerpos polares. Estos huevos micticos
haploides, si no son fecundados, se desarrollan partenogenéticamente en machos.
Cuando los huevos haploides son transportados por las hembras se distinguen facilmente
de los huevos diploides por su menor tamano (figura 2.4). Tan pronto como aparecen los
primeros machos en la poblacién puede producirse la fecundacion de las hembras
micticas. El apareamiento se produce mediante una firme adhesion del aparato
copulador del macho a la pared corporal de la hembra. La inseminacion tiene lugar
mediante impregnacidn (fecundacién) hipodérmica, desconociéndose el mecanismo por
el cual el esperma atraviesa el tegumento de la hembra (Gilbert, 1983b). Es posible que
las formas bastonoides existentes en el testiculo de macho desempenen una funcién
importante cn la perforacion del tegumento (Clément, 1977; Ruttner—Kolisko, 1983). La
fecundacién se realiza preferentemente en las zonas del cuerpo de donde parte el pie o
la corona ciliada, en las cualcs el tegumento es mas delgado. Ademas la fertilizacion del
huevo se produce solamente cuando el macho se aparea con hembras micticas muy
jovenes (de unas horas de vida) ya que su susceptibilidad de fecundacién disminuye con
la edad (Buchner ez al., 1967; Ruttner—Kolisko, 1983; Snell y Childress, 1987).

La copulacién depende del reconocimiento por parte del macho, via
quimiorrecepcion, de las hembras de su misma especie (Gilbert, 1963a). El factor de
reconocimiento en Brachionus plicatilis es una glicoproteina localizada en mayor
concentracion en los lugares de la superficie corporal de la hembra favorables para la
penetracion, y cuyos receptores especificos en el macho se encuentran localizados
fundamentalmente en la corona y el campo bucal (Snell 1988; Snell y Nacionales,
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Figura 2.3. Ciclo reproductivo de los rotiferos monogonontes (tomado de Serra, 1987). Las
lineas de trazo continuo indican los fendmenos observados en la generalidad de estos
organismos y el grosor de la linea denota la mayor frecuencia de algunos procesos. Las
lineas discontinuas representan los ciclos hipotéticos u observados sélo en algunos géneros.
Los puntos en donde pueden darse diferentes alternativas se representan mediante el
simbolo de llave (circulo con aspa).
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Figura 2.4. Microfotografias de cuatro hembras ovigeras de Brachionus plicatilis: hembra
amictica (superior izquierda), hembra mictica no fertilizada portando huevos de macho

(superior derecha), y hembras micticas con huevo durable, externo (inferior izquierda) e
interno (inferior derecha). La barra horizontal equivale a 50 pm.
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1989). Si los huevos haploides todavia dentro de la hembra mictica son fecundados, dan
lugar a embriones latentes enquistados denominados huevos durables (Gilbert, 1974).
Estos huevos diploides, los tnicos de origen sexual que aparecen en el ciclo, poseen una
cubierta endurecida, son mas oscuros y grandes que los huevos partenogenéticos, y en
uno de sus extremos presentan una cimara clara en forma de casquete (figura 2.4). Los
huevos durables pueden ser transportados fuera o dentro del cuerpo de la hembra; en
este Gltimo caso son liberados tras la muerte de la madre (Okauchi y Fukuso, 1985a;
. Serra, 1987) Los huevos de re51stcnc1a pucdcn soportar. condiciones adversas —p.e.,
 desecacién- durante largos pcnodos de tlempo Despues de un pcrlodo de latencia que
varia en funcién de las especies, los huevos durables responden a sefiales especificas
para cada especie (Gilbert, 1974; Pourriot y Snell, 1983), y eclosionan dando lugar a
hembras diploides amicticas que entran de nuevo en la fase asexual del ciclo.

El esquema general del ciclo heterogénico de los rotiferos monogonontes que se
ha descrito arriba presenta variaciones en algunos géneros, asi como algunos aspectos
poco documentados. En primer lugar, los machos no han sido vistos nunca en muchas
especies de monogonontes (Dumont, 1983; Rao v Sarma, 1985), algunas de las cuales
son de cultivo comin. También algunas poblaciones de laboratorio de especies
bisexuales sélo se reproducen asexualmente (Wesemberg—Lund, 1930; Ruttner—
Kolisko, 1974). La deteccién de machos en los estudios de campo requiere largos
programas de muestreo con frecuentes observaciones (Carlin, 1943; King y Snell, 1980),
dada la naturaleza efimera de la reproduccion sexual en las poblaciones naturales de
rotiferos. Por otra parte, el desconocimiento de los factores especificos que provocan el
cambio en el modo de reproduccién, v la posible pérdida del potencial mictico con el
cultivo en el laboratorio documentada por algunos autores (Ruttner-Kolisko, 1985;
Buchner, 1987) convierten casi en impredecible la deteccién de machos en los cultivos
de laboratorio. No obstante, la reproduccién sexual ha sido cominmente observada en
cultivos de laboratorio de muchas especies, por ejemplo las de los géneros, Asplachna y
Brachionus, especialmente cuando el aislamiento a partir del campo es reciente, siendo
la reproduccién sexual un rasgo importante de su ciclo vital (Snell, 1989).

En segundo lugar, se ha descrito la existencia de huevos psecudosexuales —es decir
huevos de resistencia no fertilizados (Ruttner-Kolisko, 1974; King, 1980; Ruttner—
Kolisko, 1983)-, hecho que implica que no basta la observacién de huevos durables,
sino que deben ser observados los machos para la confirmacién de la reproduccién

sexual en algunas especies.



En tercer lugar, ademds de los dos tipos de hembras (micticas y amicticas)
descritas cldsicamente en los monogonontes, se ha observado y estudiado la existencia
de un tercer tipo, la hembra anfotérica, capaz de producir huevos micticos y amicticos.
Estas hembras, que aparecen con una frecuencia muy baja, se han observado en algunas
poblaciones de los géneros Asplanchna, Sinantherina y Conochiloides (Champ vy
Pourriot, 1977; Ruttner-Kolisko, 1977; Snell y King, 1977) y constituyen una
importanfe excepcion al esquema cldsico del ciclo de vida de los rotiferos
monogonontes.

Por dltimo, algunos aspectos citologicos de la partenogénesis en los rotiferos
permanecen poco estudiados. Aunque la haploidia de los huevos micticos esta apoyada
por los primeros estudios citolégicos (Shull, 1921; Whitney, 1929), la haploidia
vegetativa de los machos se ha establecido de forma directa sélo para dos especies de
Asplanchna (Robotti, 1975; Jones y Gilbert, 1976).

2.2. ORIGEN GEOGRAFICO DE LAS CEPAS

Los lugares de origen de las cepas empleadas en el presente trabajo se muestran en la
figura 2.5. Se trata de un conjunto de lagunas que sc extienden a lo largo del litoral
mediterranco espainol, desde Almeria hasta Gerona, a excepcion de La Celadilla que se
encuentra en el interior. En cuanto a la cepa cedida por el Instituto de Acuicultura de
Torre de la Sal, fue aislada en el marjal contiguo a dicho instituto. La situacion
geografica de dicho centro sc scnala también en la figura 2.5.

A continuacion se describe brevemente la situacion y morfologia de cada una de
las lagunas cnumecrandolas segln su localizacion en el litoral siguicndo la direccion
Sur—Norte.

Lagunas de Almeria (1-4). La Albufera Nueva (1) y la Albufera Honda (2) de
Adra pertenecen a un mismo sistema. Estan rodeadas de invermaderos y sometidas a
vertidos de deshechos agricolas y aterramientos. Su configuracion actual corresponde a
remodclaciones de una zona lagunar mucho mdas amplia en el pasado. La Albufera
Nueva aparecié durante el presente siglo (década de los anos 30) como consecuencia de
riadas que cerraron una pequena ensenada. Tiene forma alargada paralela a la costa,
siendo sus dimensiones de unos 900 m de largo por 350 de ancho segiin Lopez (1983).
Su profundidad maxima es de 2 m. La laguna estd rodeada de carrizos y el fondo se
encuentra cubierto de vegetacion macrofitica. La Albufera Honda es también una laguna

costera tipica, que se encucntra separada de la anterior por una estrecha franja de ticrra.
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Esta laguna posee dos cubetas separadas por un estrangulamiento de su contorno que
llega casi a cerrarse por efecto de la vegetacién. Su profundidad es algo mayor que la de
la anterior, 3.5 m. Su superficie es una extensién de 700 m de largo y 150 m de ancho
(segin Lépez, 1983). Ninguna de estas dos lagunas se encuentra en comunicacion con el
mar.

En la costa almeriense es frecuente que los lechos fluviales semisecos formen
pequeiias lagunas mas o menos estables en sus desembocaduras. Este es el caso de La
Rambla del rio, De Aguas, que forma una laguna en su parte final, por el afloramiento
principalmente de agua dulce, aunque en invieno puede tener una importante
penetracién de agua marina. Esta laguna en ocasiones se encuentra dividida en dos
charcas (3 y 4).

Lagunas de Alicante (5,6). El Hondo de Elche, ubicado ligeramente hacia el
interior, es una zona himeda situada en una depresién del terreno por debajo del nivel
del mar. En esta depresion existen tres masas de agua que, siguiendo la direccién Sur—
Norte, son, Charca Sur (5), Embalse de Poniente y Charca Norte. La Charca Sur es de
tamafio mediano (500 m de longitud) y forma irregular, recibe aporte de agua de la
Charca Norte con la cual se encuentra comunicada por un canal artificial que bordea el
Embalse de Poniente. De la Charca Sur parte un canal hacia la costa. De esta forma, el
agua mas salada de las charcas no se mezcla con el agua del embalse, en el cual se
recogen aguas de los rios Vinapol6 y Segura. En el embalse se acumulan excedentes de
agua que desde alli ¢s bombeada para ¢l riego.

La laguna de El Altet (6), préxima a Santa Pola (Alicante), es de origen carstico y
se encuentra situada en una depresion del terreno por debajo del nivel del mar. Del cual
recibe aportes de agua por filtracién. Su forma es redondeada, siendo sus dimensiones
de 200 x 300 m y su profundidad media de 2 m. La laguna esta rodecada de un terreno
clevado, salvo por un lado en el cual el terreno es mas bajo y se abre una zona muy
somera y con carrizos. Las condiciones de la laguna son bastante estables en el tiempo.

La Celadilla (7). Situada en el interior —a unos 200 km de la costa, cerca de
Belmonte (Cuenca)- se encuentra la laguna de La Celadilla (7) que forma parte de un
conjunto de varias lagunas. Se trata de una laguna endorreica que recibe agua de las
formaciones cretdcicas que la rodean. Su forma es alargada y es muy poco profunda (0.5
m), formando en un extremo una cubeta mas honda (1.5 m). Las caracteristicas de esta
laguna salada son altamente fluctuantes encontrindose sometida a una intensa

evaporacion en verano.
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I.A.T.S.: Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal.
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Figura 2.5. Situacién geografica de las lagunas en las que se recolectaron las diferentes

cepas.

El Marjal de Torreblanca (8). En la costa baja de Torreblanca (Castellon) aparece
una extensa marisma con zonas de inundacion temporal y alguna pequeiia laguna.

La Ricarda (9). Se trata de una laguna eutréfica de forma alargada (1300 x 100 m)
situada perpendicularmente al mar en el Delta de Llobregat (10 km al sur de
Barcelona). La profundidad llega hasta 3 m en el centro de la laguna. La laguna es de
agua salada y no presenta estratificacion vertical pero si un marcado gradiente
longitudinal de salinidad.

La Massona (10). Situada en Gerona, ya en la region septentrional del
Mediterraneo espafiol, es una laguna alargada (1000 x 100 m ) perpendicular al mar, con
una cubeta mas profunda en el extremo cercano al mar que tiene 10 m de profundidad.

Forma parte de un sistema de masas de agua localizado entre las desembocaduras de los
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rios Muga y Fluvia, de los cuales recibe aportes de agua dulce. A través de la franja de
arena que la separa del mar se infiltra agua marina en esta laguna dando lugar a una
estratificacién debida al agua salada que se sitda en el fondo de la cubeta profunda.

Las caracteristicas fisicoquimicas de estas lagunas fueron estudiadas por Lopéz
(1983). Una descripcion mas detallada de ellas puede encontrarse en el trabajo citado.

2.3. AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

La relacion de las cepas de Brachionus plicatilis empleadas en este estudio se presenta

en la tabla 2.1 con el lugar, fecha de recoleccion y algunas caracteristicas del agua en

que fueron recogidas.

Tabla 2.1. Relaci6n de las cepas de Brachionus plicatilis estudiadas. Se indican la
denominacién, la fecha y lugar del aislamiento, y algunas caracteristicas del agua en que
fueron recogidas. Las medidas expresadas entre paréntesis no corresponden al momento de
la recoleccién y fueron tomadas de Lopéz (1983).

Denomi— Laguna Estacién (afio) Conduc- Tempe- pH
nacién® tividad, ratura,’C
mS/cm

AD Albufera Honda de Adra Primavera (1981) 5.8 23.2 9.1
AD1 Albufera Nueva de Adra Primavera (1983) 6.0 18.0 8.6
AD2 Albufera Nueva de Adra Primavera (1983) 6.0 18.0 8.6
AD3 Albufcra Honda de Adra Otono (1982) 6.0 17.0 8.0

" Albufera Honda de Adra Primavera (1983) 6.0 17.0 8.5
MOS Rambla de Aguas, Charca Sur Primavera (1983) 6.5 17.0 7.9
MON Rambla de Aguas, Charca Norte Primavera (1983) 6.5 17.0 7.8
HO1 Humedal del Hondo de Elche Primavera (1983) 14.0 21.5 8.5
HO2 Humedal del Hondo de Elche Otorio (1982) 14.0 20.0 8.2

" Humedal del Hondo de Elche Otorio (1983) 20.0 20.8 -
SPO Laguna del Altet Verano (1981) 225 26.6 (7.6)
SPO1 Laguna del Altet Otoito (1982) 14.0 20.0 7.6
SPO2 Laguna de] Altet Otoio (1983) 21.0 21.0 7.7
CuU La Celadilla Verano (1981) 36.0 17.0 8.0
FCA LATS.Db Otoiio (1980) =50.0 26.0 -
CA Marjal de Torreblanca Otoiio (1980) 8.0 (13.5) 8.5)
RI La Ricarda Primavera (1983) 42.0 20.0 -
MAS La Massona Primavera (1983) 36.1 20.1 -

a. La denominacion se refiere a cepas o conjuntos de cepas.
b. LA.T.S.: Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (Castellén).
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Cada una de estas cepas procede de un clon originado a partir de una hembra
partenogenética, aislada en las muestras de campo o cultivos originales. El aislamiento
de los individuos fundadores y el establecimiento de los clones fue efectuado por Serra,
tal y como describe en su trabajo de 1987. Las cepas se han mantenido en el laboratorio
desde la fecha de su aislamiento, que oscila desde el 1980 al 1983, hasta el momento de
realizacidén de las experiencias, permaneciendo bajo condiciones controladas, tal y como

se describe en el siguiente capitulo.
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3. METODOS GENERALES DE CULTIVO

Brachionus plicatilis es un rotifero filtrador que puede ser alimentado con una gran
variedad de tipos de alimento, variedad que incluye: algas unicelulares, levaduras,
bacterias y alimento inerte (Lubzens, 1987). No obstante, la alimentacion con particulas
inertes no resulta tan efectiva como la efectuada con organismos vivos (Person-le
Ruyet, 1975; Hirayama y Nakamura, 1976; Scott, 1983). Por ello, un gran nimero de
investigadores -cultivan rotiferos en medios donde, previamente; se ha hecho crecer un
organismo que les servird de alimento. La alimentacién con algas vivas permite
mayores crecimientos poblacionales que la alimentacién con levaduras (Hirata, 1979,
1980; Yifera y Pascual, 1980; Esparcia y Serra, 1988). Ademds, las levaduras, a
excepcion de las levaduras marinas, parecen resultar nutricionalmente incompletas para
el crecimiento de éste rotifero (Hirayama y Funamoto, 1983) y suelen utilizarse en
dietas complementadas con algas. ,

En los rotiferos filtradores, ‘el tamafio de las particulas ingeridas esta
estrechamente relacionado con el de la abertura bucal (Pourriot, 1977), y positivamente
correlacionado con el tamano del cuerpo (Hino e Hirano, 1980).

Teniendo en cuenta estos hechos, en el presente trabajo se utilizd como alimento
de los rotiferos el alga prasinoficea Tetraselmis sp. (cedida por cl Instituto de
Acuicultura de Torre de la Sal). El alga Terraselmis cs un alga flagelada cuya
morfologia puede aproximarse a una elipse, su tamafo, de unos 13 um de longitud, se
encuentra dentro del rango de tamano dec las particulas quc pueden ser ingeridas por
Brachionus plicatilis (2-28 um, Hino ¢ Hirano, 1980).

Los cultivos de mantenimiento v expcrimentales de rotiferos exigen que €stos se
encuentren en un medio controlado cuyas caracteristicas deben ser adecuadas para el
crecimiento de las distintas ccpas. Ademads, el medio debe permitir el crecimiento del
organismo con el cual serdn alimentados los rotiferos.

Como medio de cultivo para el crecimiento de algas y rotiferos puede utilizarse un
medio natural, modificado o0 no, o un medio artificial de composicién conocida (Gilbert,
1970; King y Snell, 1978; Scott, 1983). La utilizacién de medios sintéticos tiene como
ventaja la repetibilidad, al eliminar la variabilidad en la composicion quimica y calidad
nutricional asociada a los medios naturales. Por contra, el uso de medios sintéticos
requiere un mayor conocimiento de los requisitos nutricionales de los rotiferos que se
cultivan, ya que tales requisitos dependen de la especie e incluso difieren entre cepas de
una misma especie (Pourriot, 1965a). Ademas, puede existir una gran especificidad en
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relacién con el nutriente requerido. Por ejemplo, Scott, en los trabajos de 1981 y 1983,
demostré que B. plicatilis precisa vitamina By para su crecimiento, pudiéndola tomar
directamente del medio o de las algas. (Algunas especies de algas son capaces de
producir una sustancia que provoca la unién de la vitamina Bj2 a la superficie de la
célula y en el medio circundante; Droop, 1968.)

Consideraciones como las anteriores hacen queh muchos autores opten por cultivar
el rotifero B. plicatilis en medios naturales o seminaturales (p.e., Hirayama y Ogawa,
1972; Yufera et al., 1983; Minkoff et al., 1983; Lubzens et al., 1985; Serra, 1987). En
estos casos el medio consta frecuentemente de agua de mar tratada y, si se requiere,
diluida hasta la salinidad deseada. El tratamiento suele orientarse a la homologacién y
enriquecimiento (fertilizacién) del agua para que permita cultivos densos de
organismos. En este trabajo se ha utilizado agua de mar diluida hasta una salinidad de
12 g/l. El tratamiento de este agua consistia en su filtracion, esterilizacion, y posterior
fertilizacién por adicién de una serie de nutrientes tales como sales de nitrégeno y
fosforo, vitaminas vy oligoelementos. Como solucién de fertilizacién se utiliz6 una
modificacién de la solucién f/2 de Guillard y Ryther (1962) propuesta por Serra (1987)
para su adaptacién al crecimiento de Tetraselmis sp. (tabla 3.1). Otras variantes de este
medio han sido utilizadas por otros autores que trabajan con B. plicatilis (p.c., Lubzens,
1981; Minkoff et al., 1983).

La rutina seguida para el cultivo de las algas y su uso en los cultivos de rotiferos,
la cual se corresponde béasicamente con la descrita por Serra (1987), se describe a
continuacion. El agua de mar se rccogia en el Puerto de Valencia y se almacenaba hasta
su utilizacién en una camara fria a 4°C. Previamente a su uso se filtraba a través de
papel de filtro para climinar impurezas, y se mezclaba con agua destilada hasta obtener,
de forma aproximada, una salinidad de 12 g/l. Este agua de mar se¢ somectia a
esterilizacién por calor himedo (120°C durante 20 minutos). Una vez estéril y
atemperada, el agua se fertilizaba con las soluciones indicadas en la tabla 3.1 que a su
vez habian sido csterilizadas por calor himedo, o por filtracién cn el caso de las
vitaminas.

Aguas de 0 g/l de salinidad (agua destilada) y de aproximadamente 36 g/l (agua de
mar sin diluir) también eran sometidas a filtrado y esterilizacion, utilizdndose

posteriormente para ajustar la salinidad de los medios de cultivo.



Tabla 3.1. Concentraciones de los compuestos utilizadas para enriquecer el medio de cultivo
para las algas.

Concentracion, mg/l

Nutriente
NaNOj; 75
NH4Cl 25
. NaH;P0,42H;0 5,72
Oligoelcmentos
CuSO4 - SH,O 0,0098
ZnS0Oy4 - TH,0 0,0220
CoCl~ - SH,0 0,0100
Na;MoO, - 2H,0 0,0060
MnCl, - 4H,0 0,1800
FeCl3 - 6H,O 3,15
Nay EDTA 4,36
Vitaminas
Tiamina-HCl 0,0001
Biotina 0,0005
B2 0,0005

Una vez fertilizada, se corregia la salinidad del agua destinada a los cultivos de
algas, mediante las soluciones antes indicadas (0 g/l y 36 g/l aproximadamente) y un
conductimetro Instran 10. Los medios resultantes eran utilizados para el cultivo del alga
Tetraselmis sp. y para algunas operaciones de manipulacién de rotiferos y de algas
(lavado, aislamiento, dilucidn, resuspension de concentrados de algas, etc).

Para el cultivo de las algas, una vez preparado el medio se inoculaba Tetraselmis
sp. en el mismo, y se dejaba crecer en una cdmara climatica a una temperatura de
25%1°C en condiciones de iluminacién constante (radiacién fotosintéticamente activa,
PAR: aproximadamente 35 4E/m2s). El cultivo se realizaba en botellas de vidrio de 3 |
de capacidad dotadas de un sistema de aireacién forzada por burbujeo de aire filtrado a
través de algodon graso. Este sistema de agitacién permanente permite la buena difusion

los gases necesarios para el crecimiento algal y mantiene una distribucién uniforme de
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las células en el medio de cultivo uniformizando su exposicion a la luz. Los cultivos de
algas asi conseguidos no estaban libres de bacterias, si bien este tipo de organismos
nunca ocasiond problemas de contaminacion.

Los cultivos de algas estdn también expuestos a la contaminacién fortuita con
ciliados y hongos, inutilizdndose para el cultivo de rotiferos. En los casos en que esto
ocurria, se descartaban los cultivos contaminados,‘y si el total de cultivos disponibles
llegaba a contaminarse, se procedia al aislamiento del alga mediante pases sucesivos a
pequeios volimenes de medio de cultivo libre de contaminantes. Esta operacién se
realizaba por micropipeteo de las células de Tetraselmis sp. bajo un estereomicroscopio.
Cuando se conseguia un cultivo libre de organismos contaminantes, se utilizaba como
indculo para restablecer los cultivos de mayor volumen. Otro método de aislamiento de
las algas consiste en su siembra en medio sdlido para el establecimiento de cultivos
puros, pero este método es lento y las algas, al resuspenderse en medio liquido, tardan
en recuperar su movilidad. '

Los medios en los que habia crecido Tetraselmis sp. hasta alcanzar una alta
densidad de poblacion eran utilizados como medio de cultivo para el rotifero B.
plicatilis. Bajo las condiciones empleadas el alga alcanzaba densidades de poblacién en
torno a 106 células/ml que hacian posible su uso en las experiencias disenadas.

Los cultivos de mantenimiento de las distintas cepas de B. plicatilis se efectuaron
en tubos de fondo plano con una capacidad de 25 ml (al menos tres tubos por cepa) y
tapados con algoddn graso. La salinidad de estos cultivos era de aproximadamente 12
g/l, va que los cultivos algales dedicados al mantenimiento de rotiferos no se
controlaron estrictamente en su salinidad y ésta podia alterarse durante el periodo de
crecimiento algal. La temperatura de cultivo era de 25°C vy la iluminacién constante
(PAR: aproximadamente 35 uE/mZ2s). Estos cultivos cran alimentados sustituyendo parte
del medio por medio fresco rico en algas, repitiéndosc csta operacién secmanalmente.
Durante la alimentacion se obscrvaba el cultivo mediante un cstereomicroscopio para
vigilar su estado, y cuando era necesario se renovaba el recipiente de cultivo.

Las condiciones de iluminacidn, salinidad y temperatura emplcadas en los cultivos
de algas y de mantenimiento de rotiferos sc hicieron extensivas a los cultivos madre de
rotiferos, experimentales y preexperimentales utilizados para este trabajo. Para estos
tres ultimos tipos de cultivos de rotiferos se destinaban cultivos algales en los que
previamente se habia medido la salinidad, reajustandola, si era necesario, hasta una
concentracién de 12 g/l. Los cultivos madre o fucnte sc establecian mediante la
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inoculacién de rotiferos procedentes de los cultivos de mantenimiento en cultivos de
algas en fase exponencial de crecimiento.

Los cultivos de rotiferos preexperimentales y experimentales eran controlados de
forma ain més estricta, y en ellos la concentacion del cultivo algal se ajustaba
previamente al inoculo de rotiferos. En estos casos el nimero de celulas de Tetraselmis
sp. de un cultivo denso era evaluado mediante un contador automatico de particulas
Coulter—Counter ZM, con las condiciones que se indican en la tabla 3.2. Posteriomente
-al recuento, la concentraci6n algal del. cultiva se llevaba al valor dcseado, mcdlantc ‘
dilucién de éste con medio fresco de la misma salinidad.

Las concentracién de alimento utilizada se establecié teniendo en cuenta las
consideraciones que hace al respecto Serra (1987). Dicha concentracion se fij6 siempre
por encima de 3x105 células/ml. De acuerdo con la interpretacion que Serra (1987) hace
de los resultados de un estudio de Yifera (1982) sobre el efecto de distintas
concentraciones de alimento en las tasas de filtracién, ingestion y pardmetros vitales de
B. plicatilis, las concentraciones celulares de Tetraselmis sp. que superan dicho valor,
corresponden a un exceso de comida para este rotifero. La experimentacién en
condiciones de exceso de alimento tiende a independizar el comportamiento del rotifero
con respecto a pequeiios cambios en la cantidad de alimento, introducidos por error o
por aclaramiento a lo largo de la experiencia. Ademds, al encontrarse el cultivo de
rotiferos optimizado en relacién con el alimento, se pueden poner de manifiesto mds
claramente los efectos de los factores estudiados.

Los cultivos madre, los preexperimentales y los experimentales de tipo masivo se
efectuaron en botellas de vidrio de 200 ml de capacidad tapadas con algoddn graso.

Para los cultivos experimentales de tipo individual se utilizaron pequenos pocillos
de vidrio con una cavidad semiesférica de unos 22 mm de didmetro y aproximadamente
1 ml de capacidad. Esta modalidad de cultivo permite una cémoda y completa
observacifn de la totalidad del cultivo mediante la utilizacion de un estereomicroscopio
de luz transmitida Zeiss a 1.2x. Para evitar la evaporacion del medio de cultivo, los
pocillos se colocaban por grupos en placas Petri de 15 cm de didmetro con un poco de
agua en el fondo, logrando asi un efecto de cdmara himeda.

La captura y manipulacion de los rotiferos se efectiio con la ayuda de pipetas
Pasteur estiradas al fuego a las que se les acopla un tubo de goma anudado en su

extremo. Este permite controlar la succién y expulsion de los rotiferos.
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Tabla 3.2. Condiciones utilizadas para los recuentos de algas en el contador automatico de
particulas.

Electrolito Isoton
Impedancia de apertura 5 kohms
Atenuacién 32
Corriente 10 mA
Volumen de aspiracién 500 gm
Diametro de la apertura 140 um
Constante de calibracién 21
Rango de medida?
didmetro inferior 5,92 um
didmetro superior 13,05 um
Valor utilizado para las cuentas cuentas corregidas

a. Los didmetros que se resefian son para esferas de igual volumen que las particulas correspondientes.
La adecuacion de los rangos se comprobé mediante recuento al microscopio en una cimara de Neubauer.
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4. METODOS BIOQUIMICOS. APORTACIONES METODOLOGICAS

4.1. INTRODUCCION

Los estudios bioquimicos llevados a cabo en el presente trabajo tratan de evaluar la
variabilidad intraespecifica en la especie Brachionus plicatilis, haciendo uso de los
electroforegramas de proteinas totales obtenidos en geles laminares de poliacrilamida.
" Estos estudios presentaban principalmente el problema de ‘minimizar el ndmero de’
individuos presentes en la muestra, con el objeto de reducir el trabajo experimental, y
permitir disefios experimentales mas potentes. El criterio de minimizacién anterior se
torna tedricamente pertinente cuando es posible obtener resultados a partir de un sélo
individuo, anulando el efecto integrador de diversidad de 1a muestra.

Este problema se ha salvado mediante el desarrollo y puesta a punto de una serie
de técnicas bioquimicas, en concreto: .

a) Técnicas de extraccién y homogeneizacion de las proteinas de un sélo individuo.

b) Técnicas electroforéticas con gran capacidad resolutiva.

c) Técnicas de tincién de proteinas de alta sensibilidad.

En los siguientes apartados de este capitulo se describen de forma detallada estas
técnicas comentidndose las aportaciones metodolégicas mas relevantes realizadas en
relacidon con la modificacién y optimizacién de protocolos experimentales ya existentes,
0 desarrollo y creacién de otros nuevos que satisfacicran y sec adaptaran a las
necesidades de las condiciones experimentales del presente trabajo. Por dltimo se

estudia la capacidad analitica del sistema metodoldgico propucsto.

4.2. TECNICAS DE EXTRACCION Y HOMOGENEIZACION DE LAS PROTEINAS

Habitualmente los extractos de proteinas de rotiferos para clectroforesis se preparan a
partir de un gran nimero de individuos mediante el filtrado de un medio de cultivo en el
que se ha alcanzado una gran densidad de poblacion (Snell y Winkler, 1984; Serra y
Miracle, 1985; Bender y Kleinow, 1988). Este filtrado se resuspende en una solucién
tamponada en donde se procede a la trituracién y homogeneizacién de los individuos
mediante sonicacion. Para la separacién electroforética de las proteinas en condiciones
desnaturalizantes se hierven alicuotas de este extracto crudo con un exceso del
detergente dodecilsulfato de sodio (SDS) v un reactivo tiol. Dado que el interés del

presente trabajo era minimizar el nimero de individuos por muestra y a ser posible



conseguir preparar muestras individuales, resultaba necesario desarrollar un método que
obviamente no podia incluir una fase previa de sonicacion para la extraccién y
homogeneizacién de las proteinas constituyentes del individuo. El método desarrollado

se detalla a continuacién.
Protocolo para la preparacion de las muestras

Para la extraccién de las proteinas, los rotiferos se lavan en agua de mar estéril diluida
hasta una salinidad de 12 g/l de salinidad, tras haberles separado los huevos que portan
con una aguja enmangada bajo un estereomicroscopio. Posteriormente cada individuo se
aisla con ayuda de una micropipeta automatica en 5 ul de este agua. La gota que
contiene al individuo se coloca sobre una superficie hidréfoba (que nos puede
proporcionar un trozo de parafilm montado sobre un soporte rigido) para ser tratada con
20 gl de una solucion solubilizadora de las proteinas (composicion: glicerol, 28.57%
(v/v); SDS, 5.88% (p/v); 2~mercaptoetanol, 14.70% (v/v); azul de bromofenol, 0.002%
(p/v); todo ello en un tampén Tris—CIH 0.275 M, pH 8 (Semancick, 1976)). Después de
unos minutos, el cuerpo del rotifero se ha desintegrado completamente a excepcién de
las piezas mds duras del aparato masticador. Una vez comprobada la completa
disolucién de los individuos, las muestras se recogen, se colocan en viales Eppendorff y
se someten a cbullicién durante 5 minutos, almacenidndose hasta su uso a —20°C. Las
muestras “en blanco", consistentes en S ul de agua de aislamiento de los rotiferos a los
que se anaden 20 ul de la solucién extractora, se trataron de la misma forma. Como
marcadores de peso molecular se utilizaron los comercializados por Sigma para ¢l rango
de pesos moleculares entre 70 y 14 kDa (albimina bovina, 66 kDa; ovoalbimina, 45
kDa; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 36 kDa; -anhidrasa carbénica, 29 kDa;
tripsindgeno, 24 kDa; inhibidor de la tripsina, 20.1 kDa; lactoalbimina, 14 kDa). Estas
protcinas se disuclven cn el mismo tampdn que las muestras en una proporcién 10 veces
menor que la indicada por la casa comercial y se someten al mismo tratamicnto térmico

que las muestras.

Desarrollo del método de extraccion, comentarios y aportaciones

El método de extraccién detallado arriba surgié de una primera serie de experimentos en

los que se examind el efecto que tenia la aplicacién directa de un tampdn



desnaturalizante sobre los individuos de Brachionus plicatilis. Este estudio mostro que

la disolucién era eficiente, ya que con un corto tiempo de incubacion y sin necesidad de

ninguna accién mecanica el cuerpo de los individuos se desintegraba completamente, y

Unicamente permanecian visibles al estereomicroscopio los huevos y las piezas duras

del aparato masticador del animal. Las partes blandas del cuerpo del rotifero se

disuelven muy ridpidamente, y es la loriga la que presenta una mayor resistencia. Los

componentes de la loriga de Brachionus plicatilis son bastante resistentes a la hidrélisis

. enzimatica, asi como a ciertos agentes qu1m1cos conocidas por su podcr de, dlsoluc16n de .
proteinas. No obstantc la longa puede disolverse apllcando estas sustancias quxmlcas en
combinacién con agentes que disocian los puentes disulfuro de las proteinas (Bender y
Kleinow, 1988). En el presente trabajo, la disolucién de las proteinas se efectiia con
SDS en presencia de un reactivo tiol (2-mercaptoetanol) capaz de romper los puentes
disulfuro de las proteinas. El detergente i6nico no es capaz por si s6lo de disolver las
partes mas duras del tegumento del rotifero; sin embargo la disolucién es completa con
SDS en presencia de mercaptoetanol a 25°C y pH 8. El tratamiento con SDS en
presencia de un agente reductor elimina las diferencias conformacionales y de densidad
de carga existentes entre proteinas, las cuales se disocian en sus subunidades
polipeptidicas y quedan cargadas negativamente migrando en los geles de poliacrilamida
de acuerdo con el tamano del polipéptido. El tratamiento térmico subsiguiente (5
minutos a 100°C) asegura la desnaturalizacién de las proteinas uniformizando su grado
de disolucion en todas las muestras. Sin tratamiento térmico la disociacién de ciertos
complejos de proteina altamente estables puede ser incompleta, especialmente algunas
protcasas pucden permanecer activas y originar la degradacién de otras proteinas
presentes cn la muestra. La caracterizacion clectroforética de las proteinas y la
deteccion de variabilidad atribuible a factores controlados unicamente es posible si las
protcinasas enddgenas procedentes de los tejidos del rotifero se inhiben, y esto se
consiguc mediante la desnaturalizacién térmica inmediatamente después de que se ha

producido la disolucion de las lorigas.
4.3. TECNICAS ELECTROFORETICAS
Como método para la separacion de la mezcla de proteinas presente en las muestras se
utilizo la electroforesis en geles laminares de poliacrilamida. Dado que la separacion

electroforética estaba encaminada a la obtencion de patrones de proteinas totales que

podian implicar perfiles electroforéticos con un gran nimero de bandas se requeria un
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método capaz de proporcionar una fina separacion entre ellas al tiempo que una buena
definicion de las mismas. El sistema empleado, la preparacién de los geles y las

condiciones para la electroforesis se detallan a continuacion.
Protocolo de elaboracion de los geles. Electroforesis

La separacion de las proteinas se llev6 a cabo mediante electroforesis en geles laminares
de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Se emplearon geles de 16 cm de alto, 15 cm
de ancho y de 1 mm de grosor en un sistema de electroforesis vertical y discontinuo
(sistema Vertical Electrophoresis Unit de LKB). La elaboracién de los geles y tampones
de electroforesis se realizé de acuerdo con el procedimiento propuesto por Conejero y
Semancik (1977). Las soluciones para la preparacién de los geles se filtraron a traves de
filtros de nitrocelulosa de 0.45 um. Los geles, compuestos de tres capas, se prepararon a
partir de una solucién madre que contenia 30% (p/v) de acrilamida y 0.8% (p/v) de
bisacrilamida. La capa superior de empaquetamiento o de concentracion, con 1.2 cm de
recorrido, tenia la siguiente composicién: acrilamida, 4% (p/v); bisacrilamida, 0.1%
(p/v); persulfato de amonio, 0.06% (p/v); SDS, 0.01%; tetra—metil-etilen—diamina
(TEMED), 0.1%; disuelto todo ello en un tamp6én Tris—Cl 120 mM, pH 8. La capa
espaciadora, con 1.5 cm de recorrido, estaba compuesta por: acrilamida, 6% (p/v);
bisacrilamida, 0.2% (p/v); persulfato de amonio, 0.05% (p/v); SDS, 0.01%; TEMED,
0.05%; disuelto en un tampén Tris—Cl 370 mM, pH 8.8. Por dltimo, la capa de
resolucién con 11.5 cm de recorrido se componia de: acrilamida, 14% (p/v);
bisacrilamida, 0.4% (p/v); persulfato de amonio, 0.08% (p/v); SDS, 0.01%; TEMED,
0.05%; disuelto en un tampon Tris—Cl 370 mM, pH 8.8. Los componentcs de cada una
de las tres capas se mezclaban en un recipiente rodeado de hiclo. El oxigeno inhibe la
polimcfizacién por lo .quc las meczclas gelificantes para las tres capas deben
desgasificarse bajo vacio unos 10 minutos antes de anadir el TEMED. Para obtener una
interfase recta entre el gel dc resolucién y cl cspaciador, y entre éste Gltimo y el
empaquetador, sc anadia cuidadosamente alcohol n-butilico (aprox. 2 ml)
inmediatamente después de verter la mezcla gelificante, el cual se eliminaba antes de
introducir la mezcla para la siguiente capa. La polimerizacion tenia lugar a temperatura
ambiente.

Las muestras (25 ) se aplicaban lentamente en el interior de los pocillos con una
jeringa Hamilton, evitando la formacién de burbujas. En uno de los pocillos se

colocaban 20 i de la solucion de marcadores de peso molecular y en otro una muestra



“"en blanco" para poder desestimar durante ¢l analisis del gel las falsas bandas (véase
mas adelante).

En la modalidad electroforética empleada, el desplazamiento de las proteinas, con
el gel en posicidn vertical, se realiza hacia el polo positivo en condiciones de corriente
constante (20 mA) suministrada por una fuente de alimentacion Pharmacia ECPS
3000/150. El tamp6n de electroforesis usado fue Tris—glicina (Tris 50 mM, glicina 380
mM, SDS 0.1% (p/v), con un rango de pH entre 8.3 y 9.5), y la electroforesis s¢ detenia
cuando el frente marcado por el azul de bromofenol alcanzaba el limite inferior del gel,

~ lo que ocurria unas cuatro horas después de iniciada la electroforesis:
Justificacion de las caracteristicas del sistema de electroforesis empleado

La mayor parte de los estudios en los que se utiliza la electroforesis de zona de proteinas
en geles de poliacrilamida emplea un sistema de tampones disociante dirigido a la
disociacién de todas las proteinas en sus subunidades polipeptidicas. El sistema mas
cominmente utilizado es el que emplea como agente disociante el detergente SDS. La
simplicidad y rdpidez del método, afadidas al hecho de que sélo se requieren muestras
con cantidades de proteina del orden de microgramos, han hecho de la clectroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS el método mas ampliamente usado para la
determinacion de la complejidad y pesos moleculares de los polipéptidos constituyentes
de una muestra de proteinas. Por otra parte, a causa dc la alta resolucién obtenida con
los métodos clectroforéticos que emplean un sistema de tampones discontinuo (con
diferencias en la composicién vy pH de los tampones intcgrantes), los sistemas
discontinuos con SDS como agente disociante (sistcma de tampdn discontinuo en ¢l que
sc anade este detergente a todos los tampones) son los que normalmente sc escogen para
el fraccionamiento de mezclas de proteinas con alta resolucién. Teniendo cn cuenta
cstas consideraciones y dadas las caracteristicas de las mucstras, en el presente trabajo
se ha utilizado el sistema discontinuo con SDS propuesto por Conejero y Semancick
(1977), cl cual es capaz de resolver un gran ndmero dc bandas gracias a una
combinacion equilibrada de geles de concentracién y separacion.

Las concentraciones de acrilamida escogidas para cada capa de los geles fueron
las mismas que las empleadas por Conejero y Semancik (1977), va que tras una seric de
experimentos preliminares en que se probaron geles a distintas concentraciones de
acrilamida, fueron las anteriormente citadas las que rindieron mejores resultados en

cuanto a resolucidon de las bandas.
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El sistema discontinuo de tres capas propuesto por estos autores permite resolver
un amplio rango de bandas de proteina, particularmente las correspondientes a proteinas

de bajo peso molecular asociadas al frente de electroforesis que normalmente son las

mas difusas.

4.4. TECNICAS DE TINCION DE PROTEINAS DE ALTA SENSIBILIDAD. TINCION DE LOS
GELES

La baja carga proteinica de las muestras exigi6 el uso de técnicas de tincién muy
sensibles para visualizar el mayor nimero posible de proteinas separadas por
electroforesis. El colorante azul de Coomassie es el método convencional de tincién de
proteinas en geles de poliacrilamida. Sin embargo, la mayoria de las proteinas y
péptidos en las muestras analizadas aqui se encuentran presentes en concentraciones
demasiado bajas para ser reveladas por este método de tincion, hasta el punto de que no
se detecté ninguna banda en los geles sometidos a este tipo de tincidn en experimentos
preliminares. Hasta la aparicion de la tincién con nitrato de plata (Switzer et al., 1979)
la forma mas sensible de visualizar proteinas en los geles era mediante autorradidgrafia
y fluorografia, técnicas que implican la presencia de aminodcidos radioactivos durante
la sintesis de proteinas, que deben ser suministrados in vivo con los inconvenientes
consiguientes. La técnica de tincién con nitrato de plata propuesta por estos autores
permitia por vez primera la deteccion de proteinas que antes s6lo podian ser reveladas
por métodos autorradiograficos. En los dltimos anos muchos autores han descrito
tinciones de proteinas con plata en geles dc poliacrilamida. En general estas técnicas son
100 veces mas sensibles que la tincién con azul de Coomassic (Switzer et al., 1979;
Oakley et al., 1980; Heukeshoven y Dernick, 1985) y cn ocasiones resultan
indispensables para la deteccién de pequenas cantidades de proteinas. No obstante, los
protocolos experimentales dc tincién con plata requicren numerosas reaccioncs que
producen dificultades considerables; incluso algunos protocolos prescriben una
pretincion con azul de Coomassie para mejorar los resultados (véase mas adclante).
Ademis, en la mayor parte de los casos estas técnicas no son lo suficientemente
versdtiles como para poder ser aplicadas a todos los tipos de geles de poliacrilamida
(Heukeshoven y Dernick, 1975). La mavor parte de los procedimientos de tincién
existentes puede ser dividida en dos grandes categorias dependiendo de la composicién
de la soluciones de tincién y revelado. En la primera categoria se incluye el
procedimiento propuesto por Oakley er al. (1980) como una modificacién del descrito en
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primer lugar por Switzer et al. (1979), en el que los geles se tinen en una solucién
diaminica de plata y se revelan en una solucién acida de formaldehido. En la segunda
categoria se encuentra el método detallado por Merril et al. (1981) que implica €l uso de
una soluciéon de nitrato de plata ligeramente 4cida (pH 5-6) llevdndose a cabo el
revelado en una solucién de carbonato sédico y formaldehido.

En una serie de experimentos preliminares se descart6 el uso de las tinciones que
implican soluciones de nitrato- de plata en medio 4cido (Memil et al, 1981;
Heukeshoven y Dernick, 1975) debido a que el alto nivel de fondo obtenido llegaba a
enmascarar completamente las bandas de proteina. Se opté pues por la modalidad de
tincién en solucién amoniacal de plata. En este trabajo se ha desarrollado y utilizado una
modificacién de la técnica de tincién propuesta por Oakley et al. (1980), dada la
necesidad, para obtener una mayor sensibilidad y minimizar la tincion de fondo, de
adaptar los tiempos de reaccién y la composicién de las soluciones a las caracteristicas
de los geles empleados y de las muestras objeto del presente estudio. Las
modificaciones bdasicas para la adaptacién del protocolo de Oakley a las condiciones
experimentales han sido las siguientes: (1) un tiempo de aplicacién de la solucién
argéntica mas largo (1 hora frente a 15 minutos) pero con una concentracién mas baja
(1a mitad) de nitrato de plata, (2) un lavado mas enérgico del gel antes del revelado, y
(3) una temperatura mucho mads alta durante la reaccién de revelado (40° frente a los
25°C empleados por Oakley). Estas modificaciones resultaron de una serie de
experimentos en los que se compararon diferentes variaciones del procedimiento de
tincién, examinando los pasos esenciales de la reaccidén (tincién y revelado) y los
efectos del uso de sustancias adicionales a los reactivos de fijacion tales como el
glutaraldehido, asi como de otros colorantes de forma previa al proceso de tincion
argéntica. El procedimiento descrito a continuacién es el que se ha escogido, mediante

ensayo y error, con ¢l fin de obtener una mejor visualizacion de las proteinas.
Protocolo para la fijacion y tincion de los geles

Los procesos de fijacion y tincién se realizaron a 25°C, a excepcién del revelado de los
geles durante la tincidn de plata, y bajo agitacién en un agitador tangencial termostatado
modelo Lab-line 3570-1. Para todos los pasos del procedimiento se utilizaron
recipientes de plastico cuidadosamente lavados con 4cido nitrico concentrado y

aclarados con agua. Los geles se manipularon siempre con guantes de latex previamente
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enjuagados con agua. El volumen de todas las soluciones se ajusté de forma que
cubrieran totalmente los geles.

La fijacién de las proteinas, una vez terminada la electroforesis se efectud
mediante el tratamiento de los geles con una solucién de acido tricloroacético (TCA) al
12.55% (p/v) y alcohol isopropilico al 25% (v/v) durante una noche.

Los geles fueron previamente tenidos con una solucién de azul de Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue R-250) al 0.05% (p/v), en alcohol isopropilico 25% (v/v) y
4cido acético al 12% (v/v) manteniéndose en agitacion suave durante una noche. La
decoloracién se efectu6 con una solucién al 10% (v/v) de 4cido acético y 10% (v/v) de
alcohol isopropilico.

Tras la pretinciébn de los geles con azul de Coomassie se utilizd el siguiente
procedimiento de tincién con nitrato de plata: el gel se sumerge en una solucién al 40%
(v/v) de metanol y 10% (v/v) de 4cido acético durante 3 horas. Después se lava dos
veces en una solucién al 10% (v/v) de metanol y 5% (v/v) de acido acético, durante 15
minutos cada vez. A continuacién se efectia una fijacién con glutaraldehido al 10%
durante 30 minutos. La solucién de glutaraldehido puede utilizarse varias veces. El gel
se lava con agua destilada hasta eliminar el glutaraldehido; un procedimiento estandar
consiste en lavar en agua durante toda la noche, tinendo el gel al dia siguiente tras
efectuar tres cambios de agua de una hora cada uno. El gel se tine con una solucion
amoniacal de AgNOj3 recién preparada (0.4% (p/v) de AgNOs3; 0.35 (v/v) de NH4OH;
0.072% (p/v) de NaOH) durante una hora. (Para prcparar 250 ml de esta solucién se
mezclan 3.5 ml de NH4OH al 25% (v/v) con 50 ml de NaOH al 0.36% (p/v). Bajo
agitacién vigorosa se anaden lentamente a la mezcla anterior 10 ml de una solucion al
10% (p/v) de NO3Ag y sc afora hasta el volumen total. La solucion amoniacal dc plata
es potencialmente explosiva cuando se seca, debe por tanto desecharse después de su
uso, o ncutralizarse con acido clorhidrico concentrado.) La plata residual cn cl gel sc
elimina mediante 3 lavados sucesivos de 2 minutos con agua destilada en un recipicnte
limpio. A continuacién se aplica como revelador una solucién con 0.005% (p/v) de acido
citrico y 0.055% (v/v) de formalina (formol comercial al 40%). El gel se sumerge en
esta solucién hasta que aparecen las bandas tefiidas de color pardo y alcanzan la
intensidad deseada. El revelado se detiene eliminando el revelador y sustituyéndolo por
acido acético al 1% (v/v). El gel ya tefido se lava en agua pudiéndose almacenar en ella
0 secarse para una conservacion mas prolongada. Para el secado se utilizd un

procedimiento de secado al vacio mediante calentamiento de los geles incluidos en



papel de celofdn en una secadora LKB-202 durante una hora. Es recomendable trabajar
con cada gel separadamente, fundamentalmente durante las fases de teftido y revelado.
Si las bandas de proteina estan sobretenidas o el fondo ha sufrido una tinci6n
excesiva puede utilizarse el reductor fotografico de Switzer et al. (1979) para la
decoloracién del gel. Este reductor se compone de dos soluciones que deben mezclarse a
paries iguales y aplicarse o bien directamente cuando las manchas son intensas o se
desea destenir completamente el gel, o bien previamente diluidas para quitar manchas
tenues. Una vez alcanzados los resultados deseados el reductor debe eliminarse
completamente lavando exhaustivamente con agua. Cuando la decoloracién es necesaria
resulta conveniente efectuarla inmediatamente antes del secado del gel. Si se ha
efectuado una decoloracion parcial o total del gel para tefirlo de nuevo, no deben quedar
restos del reductor pues de lo contrario durante este segundo proceso de tincién el gel se
torna marr6n o amarillo inutilizindose. En este caso es ademds conveniente equilibrar el

gel en una solucién de metanol al 50% antes de la tincion.

Algunos comentarios al protocolo de tinciéon de los geles. Andlisis y discusiéon de

algunos aspectos metodologicos

Tincion previa con azul de Coomassie. Para estudiar el efecto de la tincién previa con
azul de Coomassic cn los geles tenidos con nitrato dc plata se llevo a cabo un
experimento consistente en la comparacion de fragmentos procedentes de un mismo gel
tenidos antes con azul de Coomassie o directamente con nitrato de plata. En estas
pruebas preliminares se observé una mavor sensibilidad a la tincion con nitrato de plata
cn los geles que previamente se habian tcfiido con azul de Coomassic. Ademds el
desarrollo del color era inestable cuando la tincién argéntica se realizaba directamente.
Otros autorcs observan un efecto similar de este colorante aniénico sobre la tincion
amoniacal con plata (Iric et al., 1982; Iriec v Sezaki, 1983) ¢ interpretan este efecto como
el resultado de la retencion dc las proteinas en el gel ejercida por el colorante,
sugiriendo ademds que los grupos sulfonilo de la molécula de colorante cargados
negativamente podrian actuar como sensibilizador para la tincidn con plata. Mold et al,.
(1983) proponen también la pretincién del gel con un colorante (negro amido) o el
tratamiento con su analogo (el acido 2,7-naftalenodisulfénico (NDA)Z2) para aumentar la
sensibilidad de la tincién amoniacal de plata de histonas, y sugieren un mecanismo
explicativo, segin el cual los grupos sulfonilo del colorante o del (NDA)2 actuarian

como lugares de nucleacion que permitirian la deposicién de la plata. También proponen



como efecto adicional la retencién de las proteinas en el gel, si bien consideran qﬁc la
fijaci6én no es el unico efecto de la pretincién. Por contra Heukeshoven y Demick (1985)
no encuentran tal aumento de sensibilidad 'y sefialan que algunas proteinas pueden
manifestar tincién débil o tenue cuando previiamente se tinien con azul de Coomassie, si
bien el tipo de tinci6n utilizado en su trabajo- es distinto del empleado aqui y por Irie y
sus colaboradores (1982, 1983).

Fijacion de las proteinas. Uso de soluciiones hiper e hipotonicas. Los métodos de
tincion utilizados actualmente para la deteccidn de proteinas en geles de poliacrilamida
requieren una fijacion previa de las proteinas con dcidos y alcoholes (Steck et al., 1980).
En el protocolo de tincidn propuesto en este trabajo, la desnaturalizacién de las
proteinas se efectia con una solucién de TCA\ tras la electroforesis y posteriormente se
somete al gel a una segunda fase de fijacién een una solucién de metanol-4cido acético.
La fijacién con TCA o soluciones alcohol-accido previene la pérdida de las proteinas.
Los geles muy delgados deben fijarse con TC/A, sobre todo si su grosor es inferior a 0.5
mm. La fijacién tras la electroforesis con T"CA probablemente hace innecesaria una
fijacién posterior con la solucién alcohol-&cido tras la tincién de Coomassie. No
obstante, la fijacion en la solucion metanol(40)%)-acido acético(10%) tiene una funcidén
adicional, la de eliminar determinadas sustaincias prescntes en el gel v que pucden
interferir en la reaccién de tincion, tales caomo glicina (componente del tampén de
electroforesis Tris—glicina), dcido acético y rcestos de azul de Coomassie (procedentes
de etapas previas de fijacién y tincién), SDS yy glicerol (procedentes de las soluciones y
tampones de electroforesis). Un proceso clavee para lograr una tincién cficiente de las
proteinas con nitrato de plata, cs climinar ¢l SDS de los complejos SDS—proteina. El
SDS que queda en el gel inhibe la tincion amoniacal v produce una tincion de fondo
cxcesiva (Ohsawa y Ebata, 1983; Hukeshoven 'y Dernick, 1985).

Durante la fijacién con la solucién hiperrténica metanol(40%)—-acido acético(10%)
el gel se contrae, produciéndose un cflujo dle agua a partir del ¢él. En su inmersion
posterior en una solucién hipoténica (mctanewl(10%)-acido acético(5%)) sc cxpande
recuperando su tamano normal debido al inflwjo de agua. Estos flujos de agua con la
consiguiente contraccion y posterior expansiidn del gel, libcran el SDS unido a las
proteinas, y eliminan los restos de tampén, ccolorantcs e iones contaminantes que se
encuentran retenidos en el gel. Asi en realidad,, la funcién fundamental de las soluciones
alcohol-é4cido en el protocolo propuesto es la de solvente para el lavado de estas

sustancias que pueden interferir en la reacciom de tincién. De esta forma, aun los geles
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fijados con TCA suelen someterse a lavados con este tipo de soluciones durante
periodos de tiempo prolongados pudiendo incluso ser almacenados en esta solucion
durante varias semanas (Wray et al., 1981).

Por otra parte la fijaciébn con metanol(40%)-4cido acético(10%) seguida del
lavado en metanol(10%)-acido acético(5%), sobre todo si este dltimo se prolonga
durante toda la noche anterior a la etapa de fijacién con glutaraldehido, evita el
problema de obtencién de una tincién de fondo excesiva que suele producirse en geles

- con-concentraciones superiores a un 10% de acrilamida (Oakley et al., 1980).

Fijacion secundaria con glutaraldehido. El pretratamiento de los geles con
glutaraldehido en el método propuesto aumenta la sensibilidad de la tincién. El uso de
este aldehido como fijador secundario en la tincién amoniacal con plata resulta
controvertido, ya que existen protocolos que no lo incluyen (Wray et al., 1981; Ohsawa
y Ebata, 1983), mientras que otros lo consideran necesario para una tincién Optima
(Oakley et al.,, 1980; Dion y Pomenti, 1983; Giulian er al., 1983; Scheleider y
Watterson, 1983; Buchner y Tomkins, 1985).

Segin Heukeshoven y Demick (1985) el efecto del pretratamiento de los geles con
aldehidos queda restringido a mejorar la fijacion de las proteinas y a producir un
condicionamiento del gel generando un ambiente que favorece la reduccion de los iones
plata unidos a las proteinas. No obstante, estos autores no consideran nccesaria la
utilizacién de cste fijador para la obtencién de buenos resultados en su método de
tincion, apuntando que también es innecesario en los métodos de tincion con diamina.
Afirmacion esta altima basada dnicamente en la existencia, como anteriormente sc cita,
de algunos protocolos de tincidn de este tipo que no incluyen tal rcaccion de fijacion.
Por contra, Dion y Pomenti (1983) observan quc la fijacién sccundaria con
glutaraldehido es nccesaria para obtener ¢l maximo de sensibilidad en la tincion y
afirman que de acuerdo con sus cxperimentos, este hecho no puede cxplicarse
tnicamente como el resultado de una fijacién, que prevendria la elucion de las proteinas
del gel. Segin estos autores los grupos aldehido-proteina formados tras ¢l tratamiento
con glutaraldehido participan directamente en la reaccién de tincion con nitrato de plata
y establecen que el glutaraldehido desempefa un importante papel en el realce de la
deteccion de proteinas separadas por SDS-PAGE utilizando la tincién amoniacal de
plata. El aumento de sensibilidad podria deberse pucs, a la formacién de compuestos
estables entre el glutaraldehido y los aminoacidos de las proteinas. Los grupos aldehido

de tales complejos que resistieran al lavado reducirian los iones Ag+t dando lugar a
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deposiciones de plata metalica en las bandas de proteina durante la inmersion del gel en
la solucién amoniacal de plata. Estas deposiciones localizadas de plata servirian como
imagen latente o lugar de nucleacién para la ubicacion de la plata metélica adicional

durante el revelado del gel.

Tiempo de tincion, lavados y revelado. La obtencién de una tincién argéntica
optima implica un equilibrio entre (a) los pasos de fijacién, tincion y revelado, que
pueden provocar una tincién de fondo excesiva, y (b) las etapas de lavado, que eliminan
el exceso de reactivos y reducen la tincién de fondo si bien a expensas de la tincién de
las proteinas (Butcher y Tomkins, 1985). Por ello la optimizacién del protocolo de
Oakley et al. (1980) para el sistema de geles empleado y caracteristicas de las muestras
estudiadas ha supuesto el ensayo de una serie de condiciones para distintos pardmetros
de estas etapas de la tincién dirigido a lograr un balance adecuado entre la tincién de las
bandas de proteina y la de la matriz del gel. El método resultante, detallado antes (véase
el apartado "Protocolo de tincién de los geles") implica una doble fijacién (con una
solucién alcohol-4cido, y con una solucién de glutaraldehido), y un lavado maés
prolongado después de la reaccién de tincién. La fase de tincién en la solucién
amoniacal tambié€n se prolonga para conseguir suficiente deposicién de plata en torno a
las proteinas. La reaccion de revelado se acelera mediante un aumento de la
temperatura. El método permite una intensa tincién de las proteinas con un nivel de

fondo aceptable.

Poehling y Necuhoff (1981) indican que la tincién de fondo depende del balance
entre factores tales como exceso de glutaraldehido, tiempo de exposicién a la plata,
exceso de plata, ticmpo de revelado y concentracién de formaldchido en la soluciéon de
revelado. ' '

La tincién de fondo puede aparecer durante la fase de tincién o durante el revelado
de los geles (Granier v De Vienne, 1986). Un bajo nivel de tincién de fondo sélo sc
consiguc con el lavado del exceso dc glutaraldehido antes de la tincidn, y de la plata que
no ha reaccionado antes del revelado del gel (Giulian et al., 1983).

El glutaraldehido debe eliminarse completamente de la matriz del gel para lo cual
es necesario cfectuar un lavado muy largo y enérgico ya que segin nuestras
observaciones ¢l desarrollo de la tincién de fondo es claramente dependiente de la
duracion de la fase de lavado tras la incubacién con este fijador. Estas observaciones

coinciden con los resultados de las experiencias realizadas por Poehling y Neuhoff
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(1981). No obstante, hay que indicar que se puede producir una pérdida de las proteinas
durante las etapas de lavado prolongadas (Scheleider y Watterson, 1983) por lo que es
necesario asegurar una buena fijacion de las proteinas.

Se puede originar un problema de fondo similar si los complejos de plata libres no
se eliminan del gel antes de su revelado en un agente reductor. En los experimentos
realizados preliminarmente se observé que el tiempo de lavado tras la exposicién a la
solucion diaminica propuesto por Oakley er al. (1980) en su protocolo resultaba
insuficiente para eliminar la plata residual provocando, durante el revelado, el rapido
desarrollo de una intensa tincién de fondo y en ocasiones la formacion de c‘sp’cjbs sobre
la superficie del gel debido a la precipitacion de complejos libres en forma de plata
metalica. Se decidié pués efectuar un lavado mas prolongado y se probaron varios
tiempos (2x2 min, 3x2 min, 4x2 min y 6x2 min). El lavado mas corto continuaba siendo
insuficiente mientras que el mas largo daba lugar a una fuerte disminucién de la
sensibilidad rindiendo una tincién de bandas muy débil. Los tiempos intermedios de
lavado fueron los que rindieron mejores resultados en cuanto a la reduccién de la tincién
de fondo. Por ello, en nuestro método se intensifica la fase de lavado prolongandola en
el tiempo y efectuando varios cambios del solvente durante la misma. La necesidad de
este lavado mas enérgico para eliminar la plata amoniacal que no ha reaccionado se
debe a la relativa insolubilidad en soluciones acuosas que ésta presenta (Giulian et al.,
1983; Butcher y Tomkins, 1985).

Un lavado extensivo de los geles elimina los problemas de tincion de fondo
excesiva y formacidn de espejos sobre la superficie del gel, pero provoca también una
disminucién cn la intensidad de la tincién de las bandas de protcina. Resultados
similares han sido observados por Butcher v Tomkins (1985). Se pensé en compensar
este efecto optimizando otros parametros de la reaccion de tincion. Concretamente, sc
opté por aumentar el tiempo de exposicidn a la solucion de plata amoniacal para
permitir que la deposicion de plata alrededor de las proteinas fuera suficiente.

El tiempo general de tincién recomendado en los protocolos de tincién con nitrato
dc plata es de unos 10-15 minutos (Wray et al., 1981; Sezaki y Kato, 1982; Oshawa et
al., 1983; Marshal, 1984; Granier y De Vienne, 1986), ya que segiin los autores que los
proponen, mavores tiempos de exposicién implican tinciones de fondo excesivas.
Algunos autores llegan a reducir el tiempo de tincién a 5 minutos (geles de 1 mm) y 3.25
minutos (geles de 0.75 mm), con resultados favorables para la obtencién de un menor

fondo (Giulian et al., 1983). Sélo algunos autores proponen tiempos de tincién mas
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prolongados (Oakley et al., 1980; Butcher y Tomkins, 1985), si bien en ninguno de los
casos superan los 35 minutos.

La sensibilidad de la tincidén depende del grado de penetracién de las sustancias de
tincién. Los colorantes a menudo penetran sélo el area préxima a la superficie del gel,
especialmente si el grosor del mismo supera 1 mm o si el tiempo de tincién es reducido
(Heukeshoven y Dernick, 1985). En contraste con la tincién por colorantes, la tincién
con AgNO3 actia en la superficie o préxima a la superficie, y una tincién completa de la
banda de proteina a través de la seccidon del gel sélo es posible con un tiempo
prolongado de incubacién en la solucién de tincién (Poehling y Neuhoff, 1981).

En el presente trabajo, los mejores resultados se han obtenido prolongando el
tiempo de tincién hasta 1 hora. Este mayor tiempo de exposicion permite una mayor

penetracion v rinde mejores resultados en cuanto a intensidad de las bandas.

La concentracién de nitrato de plata en la solucién de tincién depende del grosor
del gel; los geles mds delgados necesitan concentraciones mayores que compensen la
rapida difusién de los iones plata fuera del gel durante el revelado (Heukeshoven y
Dernick, 1985). Hay que tener en cuenta que no s6lo los iones plata unidos a las
proteinas, sino también aquellos que se encuentran en la proximidad de las moléculas de
proteina son esenciales para generar bandas tenidas (Heukeshoven y Dernick, 1985). En
nuestro método los geles de 1 mm de grosor se tifien ¢n una solucién cuya concentracion
en nitrato de plata es la mitad de la utilizada en ¢l protocolo de Oakley er al. (1980).
Esta reduccién en la concentracién compensa cl efecto de tincion de fondo por cxceso
de plata que produce una solucién mas concentrada durante un ticmpo de exposicion tan
prolongado. Dc esta manera la modificacidon realizada cn cl tiempo dec exposicion
combinada con la reduccién de la concentacién de nitrato de plata en la solucion de
tincién permitc una mayor penctracion lograndose un aumento de intensidad de las

bandas sin quc se produzcan cfectos negativos sobre ¢l fondo del gel.

El tiempo para detener ¢l revelado en la tincidn con nitrato de plata puede variarse
y usualmente es un compromiso entre ¢l aumento de la intensidad de la tincion de fondo,
y el oscurecimiento de las bandas de proteina (Scheleider y Watterson, 1983). Durante
el revelado, es importante observar el color de la solucién, si ¢sta toma un color pardo-
amarillento, debe rcemplazarse por una nucva solucién. Algunos autorcs consiguen
minimizar la aparicion de fondo cambiando la solucién de revelado por nueva nada mas

que aparecen las primeras bandas (Giulian er al., 1982). La tasa dc revelado de la plata
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depende de la temperatura de incubacién, el tiempo para obtener un revelado completo
~€s mas corto a temperaturas mds altas (Tsutsui ef al., 1985). En el protocolo propuesto
aqui, el desarrollo del color se acelera mediante la incubaci6én a 40°C. De esta manera se
evita la disminuci6n de intensidad de la tincién debida a la pérdida de iones plata Agt

por difusién durante el revelado cuando el tiempo de reacci6én se prolonga demasiado.

Relacion entre los distintos componentes en la solucién de tincion. La relacién
. entre las concentraciones de AgNO3, NaOH y NH4OH es un factor importante en los
" resultados de la tincién (Poehlmg y Neuhoff, 1981; Eschenbruch y Biirk, 1982; Giulian
et al., 1983; Oshawa y Ebata, 1983). Sin embargo la relacién entre los componentes de
la solucién amoniacal de plata varia notablemente en los diferentes protocolos de
tincién. Algunos autores tratan de mejorar la sensibilidad de su método de tincién
determinando la relacién 6ptima de los componentes de la solucién de tincién (Oshawa
y Ebata, 1983). Sin embargo, estos trabajos resultan dificilmente generalizables debido a
la existencia de otros pardmetros que influyen en los resultados de la tincién y que no
son comunes a los distintos protocolos, de manera que la composicién 6ptima sélo es
vélida para las condiciones del protocolo dentro del cual se ha determinado.

De los tres componentes de la solucidn de tincion es la concentracién de amonio la
que resulta mas critica. Segin los estudios realizados por Eschenbruch y Biirk (1982) un
aumento del 20% en la concentracién de amonio requerida por el protocolo de Oakley et
al. (1980) da lugar a un revelado rdpido con un considerable oscurecimiento del fondo,
mientras que una disminucién del 20% en esta concentracion se traduce en un revelado
escaso con la consiguiente pérdida de sensibilidad, pudiendo llegar a no aparecer
bandas. De ahi los requerimientos de amonio “fresco” por parte de los protocolos con
solucion amoniacal de plata (Switzer et al., 1979; Oakley et al., 1980; Wray et al.,
1981). Para obtener resultados repetibles es pues necesario. preparar la solucién de
tincion siempre de la misma forma. En ocasiones esto resulta complejo debido a la
variabilidad de la concentracién de amonio en las soluciones acuosas de amonio
comerciales. La concentracién puede controlarse minimizando aquellos factores que
pueden modificarla (usando siempre la misma fuente, esto es misma marca comercial,
repartiendo en pequeiios frascos la solucién madre, y conservandola refrigerada para
evitar la disminucidn en concentracién por evaporacion; Switzer et al., 1979).

Algunos autores proponen el uso de métodos de titulacién para determinar la
concentracion absoluta de amonio que resulta 6ptima en su protocolo (Eschenbruch y
Biirk, 1982) o para mantener constante la relacion entre nitrato de plata y amonio
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(Tsutsui et al., 1985) independizando el resultado de la tincién de la concentracién en
amonio de las soluciones acuosas disponibles en el laboratorio. En nuestros estudios ha
bastado con las precauciones expuestas por Switzer et al. (1979).

Aparicion de artefactos. Un problema que presenta la tincién con nitrato de plata
en SDS-PAGE es la aparicién de artefactos tales como falsas bandas y lineas verticales
en el gel teiiido. En muchos trabajos se describen estos artefactos como una doble banda
horizontal con peso molecular entre 50 y 68 kDa (alrededor de la banda del marcador de
peso molecular seroalbimina bovina), y a veces como varias lineas verticales en forma
de lluvia en el gel teqiido (Tsai y Frasch, 1982; Hashimoto et al., 1983; Ochs, 1983;
Granier y De Vienne, 1986). En los experimentos preliminares realizados en el presente
trabajo estas bandas se identificaron como falsas bandas dado que se observaron en las
carreras correspondientes a las muestras “"en blanco” (5ul de medio de aislamiento de los
rotiferos + 20 ul de soluci6n solubilizadora de las proteinas) y se consider6 que eran
independientes de la muestra atribuyéndose a la solucién solubilizadora de las proteinas
utilizada en la preparacién de las muestras (tampén de las muestras), ya que persistian al
someter a electroforesis dicha solucion. Esta interpretacién coincidia con los resultados
de las experiencias realizadas por otros autores. Hashimoto et al. (1983) relacionaron la
aparicién de estos artefactos con la presencia de compuestos reductores (2-
mercaptoetanol o ditioeritritol) en el tampén de las muestras, y propusieron su
eliminacién afniadiendo iodoacetamida a las muestras antes de la electroforesis, sustancia
que captura el exceso de agentes reductores. Sin embargo en un trabajo posterior (Ochs,
1983) se han presentado datos que indican un origen peptidico para cstas bandas. Se
trata de queratinas cutaneas humanas que contaminan las soluciones, rcactivos, y equipo
de electroforesis. Segin este autor, el 2—-mercaptoetanol no es la verdadcra fuente de
cstas bandas sino que actia aumentando la extractibilidad (solubilidad) de estas
proteinas contaminantes, asi como su movilidad electroforética (de ahi el efecto
observado dec disminucién de artefactos al eliminar el 2-mcrcaptoctanol de las
muestras). Puesto que este componente del tampén de las mucstras afecta la solubilidad
y movilidad de las proteinas, debe considerarse como un componente necesario de la
misma; es mas, todas las muestras que van a compararse deben contener la misma
concentracion de 2-mercaptoetanol (Ochs, 1983).

Para minimizar la presencia de proteinas contaminantes las soluciones deben
filtrarse por filtros de nitrocelulosa (0.45 um) y usar guantes en la manipulacién de los

geles y material de electroforesis.
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Uso de reductores fotogrdficos para la decoloracion. Reciclado de los geles. El
tratamiento con reductores fotograficos (Switzer et al., 1979; Oakley et al., 1980; Wray
et al., 1981) elimina la ligera pelicula gris que en ocasiones queda por encima de la
superficie del gel, disminuye el fondo y aumenta el contraste. Se puede utilizar cuando
las bandas aparecen sobretenidas o para eliminar los espejos iiparccidos por una
agitacion deficiente. Ademas, estos reductores permiten la decoloracion total de geles
con una tincién insuficiente o con un fondo excesivo, para su posterior reciclado (esto

_es, reprocesado del gel mediante el procedimiento de tincién). El uso de una dilucién
‘adecuada de la solucién reductora permite controlar la velocidad del proceso de
decoloracién. No obstante, la solucidn sulfato ciprico-tiosulfato propuesta por Switzer
para la decoloracién de geles produce en ocasiones un efecto muy persistente
convirtiendose en un problema fundamental el bloqueo de la reaccién de decoloracién
del gel que en ocasiones continda, aunque con una tasa muy baja, a pesar del extensivo
lavado en agua, produciéndose la decoloracion total del gel. Este efecto ha sido
observado por otros autores (Pochling y Neuhoff, 1981; Eschenbruch y Biirk, 1982). El
caracter incontrolable e impredecible del proceso ha llevado a algunos estudios para
intentar conseguir una optimizacién de los pardmetros de la reaccion de decoloracion
(Marshall, 1984). En nuestro caso, cuando se requirid el uso del reductor se opté por la

inmediata desccacion del gel tras el lavado exhaustivo con agua.

Mecanismo de la tincion. El conocimiento que sc tienc con rcspecto a los
mecanismos de las rcacciones que comporta la tincion con nitrato de plata no es
satisfactorio. Teniendo en cucnta las diferentes soluciones que se adicionan para
facilitar o mejorar la tincion, las reacciones implicadas parccen complejas v cn
ocasiones el acusado cardcter cmpirico de los estudios sobre la tincidn de plata, le dan a
esta metodologia un cierto sabor "alquimista“. Sc¢ ha propuesto un gran nimero dc
hipdtesis que tratan de explicar la reduccion preferente de los iones plata en presencia
de las proteinas (Wray et al., 1981; Dion vy Pomenti, 1983; Iric y Sczaki, 1983;
Scheleider y Watterson, 1983; Mold er al., 1983; Tsutsui ef al., 1985; Heukeshoven y
Dernick, 1985). Ademas, no estd claro si el mecanismo de la tincidn amoniacal de plata
alcalina es complctamente diferente del de la tincion con solucion de nitrato de plata en
un medio ligeramente 4cido o si s6lo existe una diferencia gradual, sin importancia,
entre cllas.

Las dos cuestiones fundamentales acerca de la quimica y el mecanismo molecular

de la tincién de plata son: cual es el paso inicial para la formacién del grano de plata y
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qué aminoacido (o aminodcidos) es responsable de la union y reduccién preferencial de
los iones plata.

Se ha sugerido (Switzer et al., 1979; Heukeshoven y Dernick 1985) que las etapas
de desarrollo de la imagen en color durante el proceso de tincion de proteinas con plata
son comparables a las del proceso fotografico en cuanto al mecanismo de amplificacién
fisica que ocurre durante la exposicién y revelado de una emulsion fotogréfica: los
nucleos de cristales de plata formados por la luz catalizan la posterior reduccién de los
iones plata y el desarrollo de la imagen fotografica. En el proceso de tincién de
proteinas con plata la formacién de lugares de nucleacién iniciales ocurre por una
reduccion preferente de los iones plata, que han formado complejo con determinados
aminoacidos de las proteinas, por accién del tratamiento con formaldehido. Esta
formacidn de lugares de nucleacién va seguida por una rdpida acumulacion de depdésitos
de plata metilica resultantes de la reduccién de los iones de plata libres presentes en el
gel o en la solucién, dando lugar a la imagen que se obtiene durante el revelado. De
acuerdo con esta hip6tesis estd claro que el tratamiento previo del gel con agentes
reductores (formaldehido o glutaraldehido) facilita la reduccién primaria de los iones
plata a plata metalica para la formacién de los nicleos iniciales sobre los que se
producird la deposicion adicional de iones plata durante el revelado, ya que estos
agentes reductores proporcionan un ambiente libre de grupos y radicales oxidantes, si
bien tal v como se ha indicado con antcrioridad, algunos autores atribuyen una
participacion aun mas directa a estas sustancias en el desarrollo de la tincidn.

Durante cl revelado, las bandas aparecen coloreadas en castano oscuro o negro, a
veces cn gris. Existen varios factores responsables dc las distintas coloraciones
observadas tales como cl tamano, densidad, y tasa de formacién dc los granos de plata
(Heukeshoven y Dernick, 1985) o la configuracion v longitud de los enlaces formados
(Niclsen v Brown, 1984).

La cisteina, metionina, lisina, y los &dcidos glutdmico y aspdrtico, son los
aminoacidos que normalmentc se consideran responsables de la union con los iones Ag+
y del inicio de la tincién. Concretamente se supone que ¢l aminoacido lisina es esencial
como blanco para el glutaraldehido cuyos radicales, a su vez, scrvirian como puntos de
union para los iones plata iniciando de esta mancra la tincién (Dion v Pomenti, 1983;
Iric y Sezaki, 1983; Scheleider y Watterson, 1983). En cuanto a los grupos sulfihidrilo
de las cisteinas, parecc que contrariamentc a lo indicado por Wray et al. (1980) no
intervienen en la tincién, tal y como indican los resultados de los experimentos

realizados con proteinas que tienen bloqueados los grupos tiol de sus cisteinas o carecen
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de este aminoacido (Heukeshoven y Demick, 1985). Lo mismo ocurre con la metionina,
la cual de acuerdo con los experimentos de estos autores tampoco resulta esencial para
la tincién. Los experimentos realizados con poliaminoacidos sintéticos (Heukeshoven y
Dernick, 1985) indican que la histidina es el amino4cido mas importante para la union y
subsiguiente induccién de una tincién de plata efectiva. Los otros aminoacidos basicos,
los acidos, asi como la prolina contribuyen a la susceptibilidad de las proteinas a la
tincién, si bien en menor medida. Los grupos funcionales acidos y bésicos de las
proteinas, asi como del SDS vy. de ciertos colorantes se han considerado también como
lugares de unidn de los iones plata y por lo tanto de importancia para la tincién argéntica
(Wray et al., 1981; Dion y Pomenti, 1983; Irie y Sezaki, 1983; Mold ez al., 1983), si
bien existen resultados que contradicen esta consideracion (Heukeshoven y Dernick,
1985). No obstante, al margen de estas considecraciones tal y como proponen Scheleider
y Watterson (1983), probablemente el estado de fosforilacion, la naturaleza acida de una
proteina o la presencia de grupos sulfihidrilo no pueden ser los tnicos criterios para que
se produzca una tincidn positiva de las proteinas.

La estructura secundaria o terciaria de las proteinas puede ser importante en el
mecanismo de la tincién de plata. Para que se produzca la unién de los iones plata y la
formacién de compuestos estables, es necesario que los grupos funcionales de las
proteinas sean accesibles y que se produzca una ordenacion estecrcométrica definida.
Cabe por lo tanto esperar que una proteina tratada con SDS (desplegada) sca mas

reactiva que una proteina nativa (Heukeshoven y Demnick, 1985).

Caracter cualitativo o semicuantitativo de la tincion. La capacidad del nitrato de
plata para interactuar con las proteinas de forma cstequiométrica ¢s un punto muyv
controvertido, ya que aunque sc han llevado a cabo varios experimentos para cuantificar
las bandas de proteina tefiidas con esta sal (Switzer et al., 1979; Pochling v Ncuhoff,
1981; Giulian er al., 1983; Iric y Sczaki, 1983; Mold et al., 1983) el uso dec cstc método
de tincidn para la caracterizacién cuantitativa estd sujeto a muchas incertidumbres. La
sensibilidad de la tincién con nitrato de plata es variable para las distintas proteinas
individuales (Switzer er al., 1979; Morrissey, 1981; Pochling v Neuhoff, 1981;
Friedman, 1982) y dependiente de la concentracion de proteina, siendo mucho mayor
para concentraciones bajas que para las concentraciones mas altas de proteina (Pochling
y Neuhoff, 1981). La relacién entre intensidad de la tincién y cantidad de proteina, que
es lineal dentro de un rango de concentracién de al menos dos o tres 6rdenes de

magnitud para el colorante azul de Coomassie, s6lo muestra relacién lineal dentro de un



rango de un orden de magnitud en el caso de la tincién con nitrato de plata (Giulian ez
al., 1983). Muchos colorantes ani6nicos ofrecen linealidad dentro de un amplio rango de
concentracién sin saturacién, mientras que la tincién de plata ofrece una sensibilidad
mucho mayor pero la linealidad del procedimiento de tincién es mucho més restringida.
Por lo tanto, su uso para la caracterizacién cuantitativa debe efectuarse con cautela. Sin
embargo, se considera un método excelente cuando sélo se dispone de cantidades
minimas de proteinas y se requiere una caracterizacion Gnicamente cualitativa o
semicuantitativa.

No obstante, la existencia de proteinas que se tifien débilmente 0 no se detectan
mediante tincién de plata (Irie er al., 1982; Scheleider y Watterson, 1983) podria
cuestionar el uso de esta técnica incluso como método cualitativo. Ademas, la
variabilidad observada entre los diferentes métodos de tincién (Friedman, 1982;
Scheleider y Watterson, 1983) constituye un problema. Los resultados del trabajo de
Scheleider y Watterson (1983) muestran que esta incapacidad para detectar
determinadas proteinas se puede explicar por la pérdida de las mismas (efecto notable
en la zona de polipéptidos de bajo peso molecular) cuando se usan algunos protocolos
que conllevan lavados muy prolongados y una fijacién insuficiente. Este fenémeno
proporciona ademds una explicacién al hecho de que dos tinciones con difercnte
protocolo den lugar a resultados cualitativamente diferentes. Determinados tratamientos
basados en la fijacién con aldehidos y pretincién con azul de Coomassiec (Morrisey,
1981; Scheleider y Watterson, 1983; Irie y Sezaki, 1983) pueden impedir la pérdida de
protcinas del gel v aumentar la reactividad de ciertas proteinas a la tincién con nitrato de
plata permitiendo una tincion menos sesgada de todos los polipéptidos presentes cen cl
gel. No obtante, debe considerarse la posibilidad de que determinados polipéptidos estén
presentes cn ¢l gel pero que no reaccionen con cl nitrato de plata por carecer de los
aminoacidos que se consideran esenciales para que sc produzca la unién dc los iones

plata y el inicio de la reaccion de tincion (Heukeshoven v Dernick, 1985).

45. GRADO DE AJUSTE DE LAS TECNICAS DESARROLLADAS A LOS
REQUERIMIENTOS DEL ESTUDIO

Los protocolos para la preparacion de las muestras, clectroforesis en gel y tincién fueron

ideados o adaptados para conseguir el analisis de las proteinas de rotiferos individuales

pertenecientes a la especie Brachionus plicatilis.

54



El método desarrollado para la disolucién y homogeneizacion de los individuos
permitié la elaboracién de muestras con un tnico rotifero, y por lo tanto su aplicacién en
los geles de poliacrilamida para la separacién de las proteinas de cada individuo
mediante electroforesis. Los métodos de separacién de proteinas utilizados en
combinacién con la tincién argéntica, mucho mas sensible que la habitual tincién con
azul de Coomassie, han hecho posible la obtencién del patr6n de las proteinas
mayoritarias de un Unico rotifero de la especie Brachionus plicatilis, un pequefo
organismo. de unos 200 u4m de longitud (véase, p.e., Serra y Miracle, 1983) y con un
* contenido en proteinas de 0.35 + 0.12 ug (Kuhle y Kleinow, 1985). El nivel de deteccion
alcanzado con la modificacion de la tincién de plata permite ver de 37 a 49 subunidades
polipeptidicas, de aquellas proteinas que constituyen mayoritariamente el organismo
(véanse capitulos posteriores).

Con objeto de determinar si este patrén se podia considerar adecuado para la
caracterizacién individual de los rotiferos v la evaluacion de la variabilidad
intraespecifica, se efectud el estudio comparativo que se detalla a continuacion.

Se separaron mediante electroforesis una seriec de muestras preparadas
diferentemente. Unas se habian preparado a partir de un nimero reducido de individuos
(1, 5, 10, y 15 individuos) y siguiendo ¢l protocolo que se ha dctallado con anterioridad
en el apartado 4.2 ("Protocolo para la preparacion de las muestras"), mientras que otras
procedian de dos extractos preparados a partir de un gran niimero de individuos, todos
ellos de la misma cepa. Para preparar cada uno de estos dos dltimos extractos se filtrd
medio litro de un cultivo denso de rotiferos (aprox. 100 individuos/ml), primero a través
de una gasa para retener los agregados algales, y a continuacién por una malla de Nytal
de 50 um de poro que retiene a los rotiferos. El residuo del filtrado se lavd repetidas
veces con agua de 12 g/l de salinidad. Los rotiferos de uno de los filtrados se
resuspendieron directamente en 1 ml de solucién solubilizadora de las protcinas (para su
composicidn, véase en el apartado 4.2 "Protocolo para la preparacion de las muestras"),
mientras que los rotiferos del otro filtrado se resuspendieron cn 700 wl de una solucidn
tamponada (composicion: sacarosa 6.45 (p/v); polivinilpirrolidona 1% (v/v); CiMg 2
mM; CIK 20 mM; 2-mercaptoetanol 0.3% (v/v); tricina 15 mM, pH 7.4) para proceder a
su homogeneizacion mediante sonicacién. La sonicacidn se realizé aplicando 8 pulsos
de 40 W durante 15 segundos separados por intervalos de 30 segundos en un aparato
Labsonic 2000-Braum con una micropunta Needleprobe. Posteriormente la muestra
sonicada se mezcld con la solucién solubilizadora en proporcién 7:3. Se sometieron a

electroforesis una muestra de 25 ul de cada uno de estos extractos masivos y dos
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muestras de las preparadas a partir de cada uno de los nimeros de individuos que se han
indicado al principio. Tras la electroforesis el gel se fij6 y se tiné con azul de
Coomassie. Este colorante sélo detecté bandas en las carreras correspondientes a las
muestras de los dos extractos preparados a partir de un gran nimero de individuos. No
se observaron diferencias entre estos dos patrones- que indicaran la necesidad del
tratamiento de sonicacion, lo cual implicaba que bastaba con la aplicacién directa de la
solucién desnaturalizante para lograr una buena disolucion de los individuos. La parte
del gel que contenia estos patrones se separd y cl resto del gel se someti6é a una tincion
con nitrato de plata. Este método de tincién reveld bandas de proteina en todas las
carreras. Los patrones de proteinas obtenidos a partir de los extractos proteicos de 5
rotiferos eran comparables en cuanto a complejidad e intensidad de sus bandas a los
patrones obtenidos mediante tincién de Coomassie a partir de las muestras masivas, con
una concentracion de proteinas unas 200 veces mayor.

Los resultados de este estudio comparativo mostraron diferencias no sélo en la
sensibilidad de los dos métodos de tincién, sino también en la especificidad y
selectividad para tefiir determinadas proteinas; la tincién con nitrato de plata present6 un
comportamiento diferencial en relaciéon con la tinciébn de Coomassie, tifiendo
intensamente bandas quec no se habian tenido o lo habian hecho muy ligeramente durante
cl tratamiento con cste colorante.

Los patrones de protcinas obtecnidos a partir de mucstras que contenian un Gnico
individuo presentaban una riqueza y diversidad cn bandas ligeramente inferior a las de
los patrones que intcgraban proteinas de varios individuos. No obstantc, estos patrones
pucden considerarsc lo suficientemente complejos y representativos de las proteinas
constituventes dec los individuos de esta cspecic suficientes para cl cstudio de su

variacion segin ¢l genotipo y/o ¢l estado fisiol6gico de los individuos.
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PARTE SEGUNDA: EL ESCENARIO ORGANICO DE LA MIXIS:
VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA HEREDABLE Y ASOCIADA A LA

EDAD.

En esta segunda parte se analiza la variabilidad
intraespecifica. Puesto que la comparacién a

. este nivel implica el andlisis de un gran nimero

de caracteres de muchos especimenes se ha -

empleado la electroforesis de proteinas totales
combinada con la técnica de tincioén cuya puesta
a punto se describe en el capitulo 4. Los factores
principales que afectan la composicién proteica
de los individuos de una misma especie
cultivados en  condiciones  ambientales
uniformes son la variacién genética, el sexo, la
edad, y las diferencias fisioldgicas. Asi,
mientras el capitulo 5 aborda el estudio de la
variabilidad intraespecifica con el fin de evaluar
la variacion genética, en el capitulo 6 se estudia
la wvariabilidad debida a la edad de los

individuos.
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5. ESTUDIO DE LOS PATRONES DE PROTEINAS TOTALES EN
DIFERENTES CLONES DE BRACHIONUS PLICATILIS

5.1. INTRODUCCION

Los rotiferos plancténicos pueden clasificarse en géneros bien definidos, pero sus
especies son, en muchos casos, dificilmente distinguibles. Ademas, la variabilidad
‘dentro de las especies es grande, tal y como demuestra el uso frecuente de’ categorias -
taxondmicas intraespecificas: "Formenkreis", "Artgruppe", subespecie, variedad, forma
(p-e., Kutikova, 1970; Koste, 1978; Pejler, 1977b). Esto se complica adicionalmente por
la plasticidad en los rasgos morfol6gicos que muestran las especies sujetas a cambios
ambientales, y por la existencia de fenémenos bien descritos tales como la ciclomorfosis
en la que los animales sufren cambios morfolégicos sustanciales de forma estacional
(Hutchinson, 1967). De acuerdo con Hubendick (1962), la fauna hololimnica (i.e., con
toda su vida activa desarrollada en el agua) se caracteriza por presentar su mayor grado
de diversificacién en las categorias taxonOmicas mas bajas y en consecuencia debe
existir una elevada diversidad genética y ecofenotipica a nivel intraespecifico (Pejler,
1977a). Por ejemplo en B. plicatilis se distinguen diferentes morfologias (Sudzuki,
1987) y recientemente se aceptan dos formas claramente diferenciadas, denominadas S
y L (Ito et al., 1981; Hirayama, 1985; Fu et al., 1991a,b; Rumegan et al., 1991)

Hasta hacc poco tiempo, la aproximacién al problema de la diversidad genética
intracspecifica se ha llevado a cabo usando dnicamente métodos morfolégicos
(Kutikova, 1970; Pourriot, 1973a; Koste, 1978), pero actualmente existen varios trabajos
publicados cn los cuales sc cmplea cl analisis electroforético isoenzimatico (King,
1977a; King v Snell, 1977a; King v Zhao, 1987; Snell, 1979; Snell y Winkler, 1984;
Scrra y Miracle, 1985; Ricci et al., 1989; Pagani et al., 1991). Estos estudios han
confirmado cl alto nivel de variabilidad existente cn las especies de rotiferos. En uno de
estos trabajos (Smell y Winkler, 1984) sc propone el uso de los caracteres
1soenzimaticos, como mas conveniente que el uso de los rasgos morfoldgicos, para el
agrupamiento taxonémico de grupos que como los rotiferos zooplanctdnicos presentan
modificaciones morfolégicas ambientales importantes.

En el presente capitulo se propone el uso de un método electroforético diferente
para estudiar la variabilidad intraespecifica, el cual consiste en el andlisis de proteinas
totales. El desarrollo de las técnicas de tincion de plata de electroforegramas de
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proteinas totales que se han descrito en el capitulo anterior hace posible la aplicacién de
este tipo de anilisis a una sola hembra de rotifero y permite su caracterizacion mediante
un gran ndmero de bandas de proteinas. Asimismo, es posible obtener informacion
adicional acerca de las proteinas mayoritarias y de sus pesos moleculares. De esta
forma, un dnico andlisis da una informacién mas-amplia aunque mds grosera de los
individuos que una serie de ensayos isoenziméticos, los cuales implican casi
necesariamente diferentes individuos para cada enzima. No obstante, no se trata de una
aproximacién alternativa, sino mds bien complementaria, con respecto a la
aproximacion isoenzimatica, ya que es capaz de mostrar variacion no heredable pero no
permite una interpretacion genética directa de las diferencias entre bandas de proteina.
El anélisis de proteinas totales puede considerarse como intermedio entre el andlisis
morfolégico y el isoenzimatico, ya que esta técnica presenta una sensibilidad en la
deteccion de diferencias y un grado de globalidad intermedias entre las otras dos
aproximaciones, refleja la variabilidad ambiental, y es capaz de mostrar tanto cambios
estructurales como funcionales.

El analisis de proteinas totales ha sido usado en el presente trabajo para estudiar la
variacién intraespecifica en 44 clones del rotifero Brachionus plicatilis, aislados en
diferentes momentos, a partir de pequenas lagunas del drea costera mediterranea (véase
la figura 2.5 ) v una laguna endorrcica. Dentro de las especies de rotiferos, B. plicatilis
es con mucho la mds estudiada y por lo tanto, los resultados obtenidos aqui han podido
ser comparados con la informacién preexistente obtenida por medio de otras
aproximaciones al problema. Se discute ademas el posible uso dc csta aproximacion

clectroforética en la sistecmatica del grupo.

5.2. MATERIAL Y METODOS

En este estudio se consideraron 44 cepas de la especic Brachionus plicatilis mantcnidas
en cl laboratorio bajo condiciones controladas durante varios anos (para una descripcion
detallada de dichas condiciones, véase el capitulo 3). De cllas, 42 cran originarias de 9
lagunas costeras del Mecditerranco cspanol, una (la denominada CU) fuc aislada dc una
laguna endorreica, y otra de las cepas (FCA) procedia de un cultivo del Instituto de
Acuicultura de Torre de la Sal procedente a su vez del marjal circundante al mismo
(para detalles del origen de las cepas, véansc la tabla 2.1, y la figura 2.5 en el capitulo
2). Estas cepas se recogieron durante la primavera, verano y otoiio de varios afios, v

algunas de cllas han sido caracterizadas en estudios anteriores (Serra v Miracle 1983,
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1985 y 1987; Serra, 1987; Miracle y Serra, 1989). Todos los cultivos de estas cepas
orientados a la obtencién de muestras para electroforesis se mantuvieron a una
temperatura de 25°C en agua de mar diluida (12 g/l de salinidad) y bajo una fuente de
iluminacién constante. Como alimento se utiliz6 el alga prasinoficea Tetraselmis sp.. En
primer lugar se establecieron cultivos masivos preexperimentales para cada una de las
cepas objeto de estudio. A partir de cada uno de ellos se escogieron al azar 20 hembras
partenogenéticas portadoras de huevos. La recoleccién de estas hembras se llev6 a cabo
-durante la fase avanzada dc crec1mlcnto cxponencxal Sc cllgc un peuodo avanzado de
la fase exponcnmal de crecimiento con el ochto de quc la poblaci6n se acerque a la
distribucién de equilibrio en las clases de edad que corresponde a esta fase (Lotka,
1922) y que depende inicamente de la tasa intrinseca de crecimiento, si la fecundidad y
mortalidad especificas de edad permanecen constantes. Ademds, al tener el cultivo una
mayor densidad se facilita la recoleccion de individuos. La determinacién de esta fase se
establece atendiendo a que las hembras portadoras de huevos sean bastante abundantes
(aproximadamente la mitad de la densidad maxima) y que el cultivo tenga color verde,
lo cual indica la abundancia del alimento. Las hembras portadoras de huevos se
colocaron por grupos de 5 en pocillos con 0.5 ml de medio de cultivo. Cuando un alto
porcentaje de huevos habia eclosionado, después de un periodo de unas 4 horas en la
cdmara de cultivo, se seleccionaron aleatoriamente de entre la descendencia 10 neonatos
hembra. Los recién nacidos se reconocen por su menor tamafno y porque no llevan
huevos. Estos individuos cxperimentales sc cultivaron individualmente bajo las
condiciones previamente indicadas. El medio de cultivo con Tetraselmis sp. (5x105
células/ml), se renovd diariamente, controldndosc prcviamente la densidad. Tras 48
horas de cultivo individual se obtuvicron los extractos proteicos de 8 de las 10 hembras
aisladas para cada cepa. Todas las hembras utilizadas fueron hembras amicticas. Bajo
las condiciones experimentales empleadas, los individuos no tienen descendencia hasta
transcurridas 48 horas desde su nacimiento, por 1o que ¢S necesario esperar este tiempo
para poder tipificar sin incertidumbre a los individuos experimentales como hembras
amicticas, si su descendencia es femenina, 0 como hembras micticas, si su descendencia
es masculina.

Los extractos proteicos de estos individuos se utilizaron como muestras en la
separacion electroforética, a fin de obtener los patrones de proteinas totales para cada
uno de los 8 individuos correspondientes a cada una de las 44 cepas.

La extraccion y homogeneizacidn de las proteinas de cada rotifero se llevo a cabo
tal y como se describe en el capitulo de métodos bioquimicos (capitulo 4). La separacién
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electroforética de las proteinas y su posterior visualizacién mediante tincidn se
efectuaron también de acuerdo con la metodologia descrita en el mencionado capitulo.

Las bandas de cada uno de los electroforegramas se numeraron de acuerdo con su
movilidad electroforética teniendo en cuenta el total de bandas distintas observadas
considerando todos los patrones obtenidos. Para cada una de las bandas se registré un
nimero que indicaba ausencia (0), o su intensidad cuando estaba presente. De esta
manera la intensidad fue codificada siguiendo una escala ordinal en orden de intensidad
creciente cuyo rango de valores para cada banda se establecié en funcion del nimero de
grados de intensidad que pudieron distinguirse. La comparacion se realizé de forma
independiente para cada banda y por lo tanto los valores de intensidad asignados a las
bandas de un mismo patrén no son necesariamente comparables entre si.

Los patrones observados para cada una de las cepas, una vez codificados se
utilizaron para establecer relaciones entre ellas mediante el uso de técnicas dc
clasificacién numérica. La proximidad entre los patrones observados para cada una de
las cepas se estableci6 utilizando como medida el indice de similaridad de Gower, en el
que se incluyeron las dobles ausencias (Indice de Gower sin ponderacién, Legendre y
Legendre, 1983). El andlisis de agrupamiento se efectud siguiendo ¢l método UPGMA
(Sneath v Sokal, 1973).

Adcmas del estudio clectroforético de las cepas, también sc caracterizd mediante
inspeccién microscépica el tipo morfoldgico al que éstas pertenecian. Para cllo se utilizo
¢l criterio morfolégico definido por Ito er al. (1981; véase también Hirayama, 1985)
scgun ¢l cual se distinguen los tipos S (small, pecqueno) v L (large, grande). Este critcrio
dec asignacion sc basa en ¢l tamano del cucrpo y cn la morfologia dc las espinas de la
partc anterior de la loriga (figura 5.1). El tipo S ticne una loriga pequena y redondeada,
micntras que la del tipo L es comparativamentc mayor y alargada. Las espinas
anteriores de la loriga en el tipo S son puntiagudas vy en cl tipo L forman un angulo mas
obtuso. Dado quc se carece de criterios cuantitativos para dicha clasificacion, las formas
poco claras sc clasificaron en un grupo intermedio, I. Ademés también se determind cl
comportamicnto de estas cepas en relacion con la produccion de huevos de resistencia
durante su ciclo reproductivo sexual y el modo en que cstos son transportados por las
hembras. A este respecto se han observado dos comportamientos distintos por parte de
las hembras de Brachionus plicatilis (Okauchi y Fukusho, 1985a; Serra, 1987): los
huevos sexuales pueden ser transportados externamente por las hembras hasta que se
desprenden de ella 0 permanecer en el interior del cuerpo de la hembra hasta la muerte

de ésta (figura 5.1).



A partir de los distintos tipos electroforéticos observados entre las 44 cepas se
establecieron grupos en orden al morfotipo a que estos pertenecian. Las relaciones entre
estos grupos se establecieron mediante la técnica del andlisis discriminante en su
modalidad paso a paso. El andlisis discriminante realizado se define en el apartado de
Resultados y fue computado utilizando la rutina de programacion BMDP (Dixon et al.,

1983) implementada en un ordenador IBM-AT.

Figura 5.1. Microfotografia de dos clones de Brachionus plicatilis caracterizados como
pertenecientes a los tipos morfologicos L (izquierda), y S (derecha). Obsérvese la posicion
de los huevos durables. La barra horizontal equivale a 50 pm.
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Figura 5.2. Fotografia de los patrones de proteinas de los clones que se indican.

5.3. RESULTADOS

El analisis de proteinas totales de los individuos de Brachionus plicatilis pertenecientes
a los 44 clones estudiados reveld la existencia de 16 tipos de patrones distintos. Los
resultados se sumarizan en la tabla 5.1 en la que se indican los tipos observados para
cada fecha y lugar de origen. Estos tipos fueron establecidos a partir de la inspeccion

detallada de los electroforegramas obtenidos (véase como ejemplo la figura s.2),
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inspeccién que tuvo como resultante la codificacién que se muestra en la figura 5.3 y la
tabla 5.2.

Las diferencias observadas son diferencias genéticas ya que para evitar cualquier
diferencia debida a la edad, a las condiciones de alimento o a otras condiciones
ambientales, las electroforesis se llevaron a cabo utilizando muestras con hembras
amicticas unicas de dos dias de edad y aisladas de cultivos mantenidos en el laboratorio
bajo condiciones estables durante un largo periodo de tiempo. Los patrones de proteinas
encontrados fueron totalmente repetitivos para los individuos pertenecientes a un mismo
clon. ‘

Los electroforegramas de algunos clones mostraron dreas pobremente tefiidas
debido a la baja carga proteinica de las muestras v a las condiciones de tincion del gel.
Las bandas correspondientes a estas areas (véanse las zonas delimitadas por lineas
discontinuas en la figura 5.3) se consideraron como datos perdidos y se desestimaron en
todos los analisis realizados subsecuentemente con los patrones previamente obtenidos.

Los individuos de Brachionus plicatilis muestran un patrén de proteinas totales
con un nimero de bandas que oscila entre 37 (cepas FCA y CA) y 49 (cepa CU), siendo
el valor promedio de 42.8 bandas (véase la figura 5.3). Del nimero total de 67 bandas
distintas observadas, 19 se presentan de forma constante en todas las cepas y 12 de ellas
se observan con la misma intensidad. Esto es, aproximadamente la mitad del nimero
medio de bandas de proteina detectadas por individuo son comunes a todas las cepas
cstudiadas, pero s6lo una cuarta parte de aquel total dec bandas son iguales también en
intensidad.

Los rcsultados obtenidos ponen de manificsto que existc un gran nivel de
variabilidad dentro de la cspecic a pesar de que los individuos analizados sc recogieron
cn un area geografica cuya distancia maxima c¢s solo de alrededor de 850 km; aunque
hay que considerar que cste area implica un gradiente latitudinal dc temperatura, c
incluye aguas con proporciones ionicas y condiciones troficas difercntes.

Contrastando con esta diversidad, los clones derivados a partir de individuos
aislados de una misma laguna en la misma fecha, presentan el mismo patrén
electroforético, con la excepcién de las procedentes de la Albufecra Nueva de Adra,
donde se encontraron dos patrones electroforéticos distintos (AD1 y AD2) entre los
cuatro clones analizados (véase la tabla 5.1). Aunque el nimero de clones estudiados
para cada lugar y fecha de aislamiento es demasiado bajo como para confirmar esta
hipétesis de uniformidad intrapoblacional o escasa variabilidad entre clones de una

misma poblacion, ésta se ve apovada por el hecho de que también se observd

65



homogeneidad entre los electroforegramas cuando se analiz6 un nimero mayor de

clones procedentes de una misma poblacién. Concretamente, los 14 clones aislados a

partir de muestras contemporaneas tomadas en El Hondo de Elche, muestran

exactamente el mismo patron de proteinas (HO1 en la tabla 5.1). También se observa

uniformidad entre los patrones de las poblaciones procedentes de esta misma localidad y

muestreadas en la misma estacion del ano pero en anos diferentes.

Tabla 5.1. Origen geografico y estacional de las cepas. Se indican el nimero de cepas
aisladas de cada laguna, la fecha del aislamiento y la denominacién del tipo electroforético.

Laguna Estacién (ano) Nimero de Nimero de Denominacién?
cepas tipos
analizadas observados
Albufera Nueva de Adra Primavera (1983) 4 2 AD1, AD2
Albufera Honda de Adra Primavera (1981) 1 AD
Otono (1982) 3 1 AD3
Primavera (1983) 2 AD3
Rambla de Aguas, Charca Sur Primavera (1983) 3 1 MOS
Rambla de Aguas, Charca Norte  Primavera (1983) 1 1 MON
Humedal del Hondo de Elche Otornio (1982) S 1 HO2
Otorio (1983) 2 1 HO2
Primavera (1983) 14 1 HO1
Laguna del Altet Verano (1981) 1 1 SPO
Otono (1982) 1 1 SPO1
Otono (1983) 2 1 SPO2
La Celadilla Verano (1981) 1 1 Cu
[AT.Sh Otono(1980) 1 1 FCA
Marjal de Torreblanca Otono(1980) 1 1 CA
La Ricarda Primavera(1983) 1 1 RI
La Massona Primavera (1983) 1 1 MAS

a. Cuando el mismo tipo electroforético se observé en diferentes momentos se utilizé la misma

denominacion.

b. .LA.T.S.: Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (Castellén).
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MAS MON
SPOI

Figura 5.3. Esquema de los electroforegramas correspondientes a los clones de Brachionus plicatilis indicados en la tabla 5.1. La
posicion de los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda. Las bandas aparecen numeradas de acuerdo con su movilidad a la

izquierda de la figura. Las lineas discontinuas indican areas pobremente tefiidas, las bandas visibles de las cuales se consideraron como
datos perdidos en los analisis subsiguientes.



Tabla 5.2. Intensidad de las bandas correspondientes a diferentes cepas de Brachionus plicatilis a 25°C y 12 g/l de salinidad (véase la
figura 5.3). Para cada una de las bandas, la intensidad fue codificada siguiendo una escala ordinal (0 indica ausencia, y la presencia es un
nimero mayor o igual que 1 variable dentro del rango que se indica).

Cepa

nimero de banda rango AD1 SPOl SP02 AD2 HOIl CU HO02 AD3 RI FCA CA AD MAS SPO MOS MON

1 [0-11
2 [0-1]
3 [0-1]
4 [0-1]
5 [0-1]
6 [0-1]
7 [0-1]
8 [0-11
9 [0-1]
10 [0-1]
1 [0-1]
12 [0-1]
13 [0-1]
14 [0-1]
15 [0-1]
16 [0-1]
17 [0-1]
18 [0-1]
19 [0-11
20 [0-1]
21 [0-3]



Tabla 5.2. Continuacidn.
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Tabla 5.2. Continuacion.
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Por otra parte las muestras procedentes de localidades distintas no presentan en
ningln caso el mismo tipo de patrén electroforético, ain cuando estas muestras fueran
tomadas en lagunas situadas geograficamente muy préximas, incluso en una misma
zona himeda, como es el caso de las Albuferas Nueva y Honda de Adra o las lagunas
situadas en la desembocadura de Rambla de Aguas (véase la tabla 5.1 y la figura 2.5).

Los resultados del andlisis realizado ponen también de manifiesto la existencia de
variacion estacional en las cepas de las lagunas muestreadas en diferentes momentos del
ano.
" En la figura 5.4 se presentan los resultados de los dos anilisis de similaridad y
agrupamiento realizados sobre los datos, uno de ellos utilizando el total de los 16
patrones de proteinas observados y el segundo basado tdnicamente en los 12 electrotipos
que no mostraban zonas de datos perdidos en sus electroforegramas. En ambos analisis,
para el calculo de los coeficientes de similaridad, no se consideraron las bandas
inciertas cuando se encontraban presentes en uno de los dos tipos entre los que se
realizaba la comparacién. En esta figura se indican también algunas de las
caracteristicas de las cepas en cuanto al morfotipo y a la posicién del huevo durable
(véase el apartado de Material y Métodos) con el fin de compararlas con los resultados
del anélisis bioquimico. Se observa una fuerte relacion entre el tipo morfoldgico al que
pertenece una determinada cepa (S, I, 6 L) y la posicién, interna o extema, de los
huevos durables (véase la figura 5.4). En las cepas pequeiias y de tamaiio intermedio (S
e I) dnicamente se observaron huevos durables internos, mientras que los huevos
durables externos parecen ser caracteristicos de las cepas grandes (L). El andlisis de los
clectromorfos muestra la existencia de dos grupos principales, uno constituido por las
formas S y algunas intermedias, y el otro por las formas L, el cual incluye el resto de
ccpas I. La tdnica excepcion es el clon AD2, que en una primera apreciacién de su
tamafio corporal y forma de las espinas anteriores de la loriga se catalogé como una
forma S, mientras que los patrones de proteinas totales revelan una mayor similaridad
entre este clon y las cepas de morfologia intermedia asociadas con el grupo de cepas L.

Con los tres grupos previamente designados (formas S, formas L y formas I) se
llevé a cabo un andlisis discriminante multivariante basado en 67 variables (bandas de
proteina). Este tipo de analisis implica determinados supuestos a los que los datos no se
ajustan totalmente. Por ello los resultados completos no se muestran aqui. No obstante,
el andlisis (véase la tabla 5.3) selecciond precisamente las bandas que de acuerdo con la

imagen visual de los datos brutos (figura 5.3), discriminan entre los tres grupos.
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RI AD2 SPOI SP02 ADI HOI CU HO02 AD3 AD MAS SPO FCA CA MOS MON

H Si I< li Le Le Le Le li Si Si S* So So li ti

L: GRANDE
I : INTERMEDIO

S: PEQUENO

e . HUEVOS DURABLES EXTERNOS
i : HUEVOS DURABLES INTERNOS

o HUEVOS OURABLES NO OETECTADOS

Figura 5.4. Clasificacion de los clones de Brachionus plicatilis segin la similaridad de sus
patrones de proteinas calculada de acuerdo con el indice de Gower teniendo en cuenta las
dobles ausencias. El método de agrupamiento utilizado es el UPGMA. Para cada uno de los
tipos electroforéticos encontrados, se indica el morfotipo (S, pequefio; L, grande; e I,
intermedio) y la posicidon de los huevos durables (e, externos; i, internos; o, no detectados)
caracteristicos de los clones correspondientes. La linea continua fina indica los resultados
del andlisis de agrupamiento usando uUnicamente aquellos tipos electroforéticos que no
incluyen areas con datos perdidos. La linea discontinua corresponde a los resultados del
mismo analisis usando el total de electroforegramas. La linea continua gruesa indica la
coincidencia entre ambos analisis. A la izquierda se indica la escala de similaridad.

Dentro de los dos grupos mayoritarios encontrados en el analisis de agrupamiento,
los tipos electroforéticos mas similares corresponden a cepas aisladas del ambiente
natural durante la misma estacion y en el mismo lugar (tal es el caso de SPOl y SP02),
o a partir de lugares situados muy préximos (por ejemplo los clones MOS y MON,
aislados de la misma desembocadura a partir de zonas separadas solamente por unos
cuantos metros; y también FCA y CA, el primero de estos clones fue cedido por el

Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (Castellén) que a su vez lo obtuvo de la
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misma localidad de la cual es originaria de cepa CA, aislada algunos afios més tarde).
No obstante, existen algunas cepas que fueron aisladas de localidades muy distantes
(p.e. HO1 y CU) y que aparecen muy cercanas en el analisis de agrupamiento formando

un grupo bastante compacto de cepas L.

Tabla 5.3. Resultados del anilisis discriminante. Porcentaje de varianza explicada o poder
discriminante de las dos variables canénicas, coeficientes asociados a ellas, y evaluacién de
'los valores medios de las mismas para cada morfotipo

Variable canénica

I I

Porcentaje de varianza 97 3
Coeficientes

banda 25 -26.8 29

banda 26 -8.8 3.6

banda 34 35 -1.2

banda 43 8.5 1.6

banda 46 -0.9 -2.8
Valores medios de los grupos

S (pequcio) 6.3 5.8

I (intermedio) 443 -5.5

L (grande) -28.4 -3.0

5.4. DISCUSION

El andlisis de isoenzimas permite una interpretaciéon genética de los patrones
electroforéticos, donde los isoenzimas pueden considerarse como aloenzimas de uno o
mas loci, es decir, las diferentes formas moleculares de un determinado enzima pueden
relacionarse con la expresion de alelos determinados codificados por loci concretos.
Dicha interpretacién genética puede llevarse a cabo mediante (1) un anilisis genético

mendeliano concluyente, o mediante (2) ¢l estudio de los zimogramas, los cuales debido



a su simplicidad permitan realizar una interpretacion genética directa. Esta segunda
aproximacién se usa frecuentemente en los estudios realizados con animales
partenogenéticos donde el cruzamiento de los individuos resulta complicado y laborioso
(Snell y Winkler, 1984; Young, 1979a,b; Weider, 1985). Sin embargo, la complejidad
de algunos patrones (King y Zhao, 1987; Snell y Winkler, 1984; Serra y Miracle, 1985)
y la variabilidad de resultados debida a la metodologia empleada (Wolf, 1982) impiden
en ocasiones la interpretacién genética y aumentan el nivel de error. Por esta razén, los
zimogramas se usan con frecuencia dnicamente para el establecimiento de diferencias
genotipicas (i.e., como fenotipos electroforéticos o electromorfos), con una categoria
similar al uso de rasgos morfol6gicos, pero con la ventaja de que los patrones
isoenzimaticos se encuentran menos afectados por la variabilidad ambiental y permiten
una distincion més fina.

El método bioquimico utilizado en el presente trabajo, el cual ha sido expuesto
detalladamente en el capitulo anterior, permite obtener patrones de proteinas totales a
partir de un dnico individuo presente en la muestra. Los electroforegramas resultantes
del andlisis del extracto de un individuo completo son lo suficientemente complejos
como para que el método resulte efectivo en la deteccién de diferencias. En este método
el patron electroforético se utiliza globalmente, como un fenotipo, no siendo posible
ninguna interprctaciéon acerca de la base génica de la variabilidad intraespecifica
observada. Los complejos electroforegramas resultantes del andlisis de un organismo
completo hacen que sélo sea probable la similaridad entrc dos patrones dc proteinas si
ambos derivan dc organismos genéticamente similares. Por lo tanto, si la interpretacion
genética de los resultados no es esencial para el estudio que sc estd realizando, un
analisis eclectroforético de las proteinas totales podria complementar o remplazar
provechosamentc al andlisis isocnzimatico, va que ¢l primero produce un mayor nimero
dc bandas a partir de un dnico individuo, incluso si éstc es pequeno. Para obtener un
nimero de bandas similar mediante el analisis de isoenzimas, ¢s necesario analizar un
nimero importante de sistemas enzimdticos v en el caso de los rotiferos, y aun usando
técnicas muy especializadas (e.g., Ricci et al., 1989), es necesario al menos un
individuo completo para cl estudio de cada enzima. Ademas, una ventaja importante de
este método, cuando sc aplica a los rotiferos u otros animales pequecinos es, que es
posible comparar individuos, y por lo tanto obtener una medida del grado de
variabilidad entre ellos. El método propuesto es sensible al estado fisiologico del
individuo, pero las diferencias en los patrones de proteinas Unicamente se hacen

evidentes cuando los cambios fisioldgicos implicados son importantes; por ejemplo, el
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envejecimiento altera el patrén de proteinas pero sélo durante los dltimos estadios de la
vida; durante gran parte del ciclo vital los patrones de proteinas permanecen constantes
(véase el capitulo 6).

Los resultados presentados aqui confirman el caracter politipico de la especie
Brachionus plicatilis; es decir, la existencia de una fragmentacién genética de la misma
en tipos bien diferenciados. Este cardcter ha sido establecido previamente en otros
estudios - sobre variabilidad - interpoblacional mediante otras  aproximaciones
metodol6gicas diferentes: taxonomia .clasica basada en rasgos. morfoldgicos (Kutikava,
1970; K.osvtc,>19‘78‘; Sudzuki, 1987),'cs.tudio.s biométricos (‘Scr.ra‘ y M'ira'clc', 1983;‘ Snell y
Carrillo, 1984; Fu et al., 1991a), y andlisis isoenzimatico (Snell y Winkler, 1984; Serra
y Miracle, 1985; King v Zhao, 1987, Fu er al., 1991b). Recientemante el
establecimiento de cariotipos ha confirmado la existencia de un elevado grado de
politipia (Rumegan et al., 1991). Esta variabilidad interpoblacional parece contrastar
con la reducida variabilidad genotipica observada entre colecciones de clones aislados
de una misma poblacién (i.e., recogidos de la misma laguna en la misma fecha), las
cuales presentan tinicamente uno o dos genotipos dominantes; aunque el bajo nimero de
clones que se ha estudiado aqui no permite ser concluyente. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos por Serra y Miracle (1985) trabajando sobre andlisis
isoenzimatico con las mismas cepas, y otras aisladas de las mismas localidades, aunque
los resultados del citado trabajo también se basan en un nimero de datos muy reducido,
¢ insuficiente para establecer una generalizacion. Existen algunas diferencias menores
entrec ambos estudios que se comentan a continuacidn. Para las cepas pertcnecientes a la
misma poblacion de Albufera de Adra (1983), el andlisis de proteinas totales indica
heterogeneidad, mientras que el andlisis de isoenzimas muestra homogencidad. Este
resultado, no obstante, puede explicarse por el hecho de que el nimero de sistemas
enzimaticos estudiados por Serra y Miracle (1985) fue pequeno, mientras que el analisis
de proteinas totales implica, tal y como se ha indicado mds arriba, una caracterizacion
bioquimica més completa.

Por otra parte, en contraste con la baja variabilidad intrapoblacional sugerida en
estos dos estudios exploratorios de pequenas lagunas de las zonas hdmedas
mediterraneas (el realizado por Serra v Miracle, 1985, v el presentado aqui), King vy
Zhao (1987) encontraron una cantidad sustancial de variacién genotipica dentro de lo
que estos autores consideraron una tnica poblacién; i.e. la poblacién de Brachionus
plicatilis del Lake Soda (USA). Estos autores sugieren que dicha variacién se encuentra

corrclacionada con diferencias adaptativas a las distintas condiciones ambientales. La




heterogeneidad ambiental explicaria la coexistencia en la naturaleza de clones que no
son ecoldgicamente equivalentes; los diferentes clones ocuparian diferentes
microhabitats (Zhao y King, 1989). Por lo tanto, la disparidad entre los resultados de
estos autores y los presentados aqui puede explicarse por los diferentes ecosistemas que
se consideran en los dos estudios: el Soda Lake es un lago extenso, estable y profundo
mientras que las poblaciones estudiadas aqui fueron obtenidas de pequeios cuerpos de
agua, someros ¢ inestables. En las lagunas pequefias con condiciones fluctuantes la
existencia de fuertes interacciones competitivas interclonicas (Snell, 1977a; Snell, 1979)
y el sistema de reproduccién heterogonico con miltiples generaciones partenogenéticas
interrumpidas por periodos de reproduccién sexual (King, 1977b), explicarian el que la
poblacién de rotiferos de una determinada especie que comparte el mismo espacio y el
mismo tiempo consistiera en uno o unos pocos clones. Por otra parte, estos mismos
procesos y en dreas con diversidad de pequeias localidades aisladas, sometidas a
importantes fluctuaciones temporales de las condiciones provocarian, ademds de esta
baja variabilidad genética intrapoblacional, una alta variabilidad interpoblacional (Serra
y Miracle, 1985; Serra, 1987). La competencia entre clones adaptados a las diferentes
condiciones ambientales junto con la restriccién en el flujo genético entre poblaciones
propiciada por la baja frecuencia de la reproduccion sexual y la existencia de barreras
reproductivas prezigdticas (Snell y Hawkinson, 1983; Sncll, 1989) gencraria una
diferenciacion geografica y temporal entre las poblaciones.

En las localidades de las zonas himedas mediterrancas en las que se ha
considerado el ciclo anual se ha detectado vanacion cstacional de las poblaciones de
rotiferos mcdiante el uso de métodos biométricos v clectroforéticos (Scrra y Miracle,
1983, 1985). En cl presente trabajo sc ha encontrado regularidad cstacional cn un caso,
en ¢l Hondo de Elche, donde aparece el mismo tipo electroforético en otono de dos anos
consecutivos, mientras que en la primavera intermedia se observa un electromorfo
diferente. Esto sugiere que las cepas sc¢ cncucntran adaptadas a las condicioncs
ambientales y por lo tanto la sucesion de clones no es un suceso aleatorio. Esta
conclusién sc encuentra también apoyada por el trabajo dc King (1972) sobre la
variacion estacional de Euchlanis dilatata, donde se obscrvd una adaptacion de los
sucesivos clones a la variacion de las condiciones de temperatura durante el afno. Este
mismo autor, en otro trabajo realizado en una pequefia laguna, demostré mediante
técnicas electroforéticas que los clones de Asplanchna pucden sustituirse de forma muy
rapida lo cual indicaria la existencia de una seleccién muy fuerte (King, 1977a).

Ademas existen evidencias de una especializacién intraespecifica con respecto a la
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temperatura y, en menor grado, a las condiciones de salinidad en las especies de
rotiferos (véase la revision de Miracle y Serra, 1989).

El anilisis de agrupamiento revela que las cepas procedentes de la misma zona

himeda muestran cierta tendencia a presentar electroforegramas similares, mientras que
existen marcadas diferencias entre las cepas procedentes de distintas zonas himedas.
Sin embargo, existen varias excepciones. Asi, los clones originarios de localidades
apartadas geograficamente pueden presentar patrones de proteinas muy relacionados.
. Esto .sugiere que, aunque . las diferencias genéticas. entre. las poblaciones parecen .
obedecer fundamentalmente a factores geograficos o factores ambientales
correlacionados con estos dltimos —de hecho la variacién temporal detectada en los
clectroforegramas analizados es mucho menor que la variaciéon espacial-, en la
variacién de las proteinas no solamente se encuentran implicados este tipo de factores.

Esta tltima conclusién se ve reforzada cuando se analizan las relaciones entre
rasgos morfoldgicos y los electrotipos. En el dendrograma resultante del anilisis de
agrupamiento, las formas grandes con huevos durables externos (cepas L) forman un
grupo bastante compacto. Estas cepas podrian constituir una forma bien caracterizada
dentro de la especie, ya que muestran patrones muy similares aun cuando fueron
aisladas de localidades bastante distantes entre si. Ademds, cuando se cultivé y se
analiz6 un gran nimero de clones a partir de una localidad particular (Hondo de Elche),
habitada por formas L y muestreada en diferentes momentos del ano, s6lo se
encontraron dos patrones muy similares (HO1, caracteristico de la primavera y HO2, del
otofio). Obsérvese también, que cuando los electroforegramas son marcadamente
diferentes para cepas procedentes de una misma laguna, como es el caso de Adra
Nueva, estas diferencias se corresponden con morfotipos distintos.

La existencia de una fragmentacion de esta especie en tipos con una distribucién
amplia de cada uno de ellos, es decir no restringida a determinadas areas geograficas, ha
sido puesta también de manifiesto utilizando otras aproximaciones metodolégicas (Serra
y Miracle, 1983, 1985). Serra y Miracle (1983), en un estudio biométrico en ¢l que se
estudiaron poblaciones procedentes de las mismas lagunas que las estudiadas aqui,
encontraron que, COn unas pocas excepciones, las poblaciones procedentes de las
localidades donde se encontraron formas L (Hondo de Elche, La Celadilla y Adra
Nueva) aparecian préximas cuando se llevé a cabo un andlisis de componentes
principales sobre los coeficientes de alometria calculados entre diferentes parametros
corporales. Los mismos autores (Serra y Miracle, 1985) estudiaron dos cepas de formas
L (la cepa CU analizada aqui y otra cepa de formas L, FCB) junto con algunas otras
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cepas de morfologia S, para los enzimas: esterasas, fosfatasa alcalina vy
malatodeshidrogenasa. Las cepas de formas L mostraron el mismo nimero de sistemas
enzimaticos y presentaron el mayor grado de asociacién en el analisis de agrupamiento
realizado, si se exceptiian las cepas FCA y CA, las cuales, tal y como se ha indicado
anteriormente, tienen el mismo origen geografico. Las cepas S también aparecen juntas
en el andlisis de agrupamiento llevado a cabo aqui, pero el nivel de similaridad de esta
agrupacion es mds bajo (alrededor de 0.73).

Las diferencias en el modo de cargar los huevos de resistencia subrayan la
distancia genética entre los dos grupos de cepas, L y S. La relacién entre el tipo
morfoldgico y el modo de transportar los huevos sexuales, observada en todas las cepas
que se han estudiado aqui, puede presentar excepciones ya que algunos autores
(Okauchi y Fukusho, 1985b) encontraron una cepa con morfotipo S en la que los huevos
durables eran transportados de forma externa por las hembras. La existencia de
organismos que presentan una morfologia intermedia, cuyos electroforegramas no son
consistentes con su morfologia y que se encuentran distribuidos entre los dos grupos
pﬁncipales del andlisis de agrupamiento (véase la figura 5.4), subraya el hecho de que
las formas S y L deben de representar tipos morfoldgicos extremos dentro de un amplio
rango de variacion. No obstante, las formas L parecen estar definidas y fijadas de forma
mas caracteristica que las formas S, aunque para establecer una conclusién mas

definitiva deberian analizarse colecciones mas amplias de cepas.

La exploracion de la variabilidad intraespecifica realizada en este trabajo, revela
la potencia del método de analisis de protcinas totales propucsto en la deteccion dc
difcrencias genéticas. Por otra parte, a pesar dc que existe un alto nivel de variacién
clectroforética entre poblacionces, 19 bandas permanccen constantes en sus movilidades
para todas las cepas estudiadas. En la cepa CU estas 19 bandas constantes son bastante
cstables, aun cuando sc vcan afectadas por cierta variabilidad no genética (véase el
capitulo 6). Unicamente una de cstas bandas no aparcce en las hembras micticas y dos
dec estas bandas decsaparecen durante el proceso de envejecimiento. Aunque el
significado genético de estas bandas constantes no sc conoce, un cstudio comparativo de
las mismas podria resultar util para el estudio de relaciones taxondmicas superiores.

Desde hace algiin tiempo, la variacion en cuanto a movilidad electroforética de las
proteinas isoenziméticas ha sido utilizada en estudios de sistemadtica. El analisis
isocnzimético ha sido de gran utilidad a la hora de corroborar la taxonomia

convencional. Ademds, ha constituido una importante contribucién proporcionando
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caracteres para la delimitacién de especies gemelas y para la taxonomia de grupos que
presentan una morfologia muy simple, demostrando el valor sistemético de los datos
electroforéticos (Avise, 1974). Las grandes diferencias bioquimicas entre especies dotan
a las técnicas electroforéticas de un gran valor en la descripcion objetiva e identificacién
de los miembros de las diferentes especies. La aplicacion del analisis de proteinas en la
sistemdtica de los rotiferos podria proporcionar una herramienta de trabajo adecuada en
el establecimiento de comparaciones en el nivel taxonémico de especie. El método de
- electroforésis con SDS, puesto que separa los polipéptidos desnaturalizados Gnicamente -
por su peso molecular, produce un grupo de cardcteres muy conservativos que permiten
su uso en la resolucién de problemas en categorias taxondmicas superiores (especie y
género). Asi, los cambios en aminoéacidos individuales que pueden alterar la carga
tienen poco o ningin efecto en el peso molecular del polipéptido. La movilidad de las
proteinas en la electroforesis con SDS dnicamente se vera afectada cuando se produzcan
cambios importantes en los aminoécidos.

Los patrones generales de proteinas han sido previamente utilizados en la
resolucién de problemas taxondmicos a nivel de especie en otros grupos taxonémicos
(véase Ferguson, >1980). A pesar de las-limitaciones del método (i.e., detecta la
variabilidad intraespecifica tanto heredable como no heredable, y no permite la
interpretacién genética directa), la obtencidén de los patrones de proteinas totales de un
individuo, realizados para colecciones de unos pocos individuos de cada especie podria
ofrecer una indicacién acerca de si ¢l método clectroforético seria til en la resolucion
dc un problema taxondmico particular. Ademds, cn las situaciones en las que por los
costos experimentales 0 por limitaciones del muestrco se dispone de pocos individuos
pucde constituir el anico método utilizable. Cuando se ha llegado a una caracterizacion
del patrén especifico de una determinada especie, esta aproximacion puede ser utilizada

cn la rutina de identificacion de los individuos.
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6. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO Y DEL ENVEJECIMIENTO INDIVIDUAL
EN EL CLON CU DE BRACHIONUS PLICATILIS

6.1. INTRODUCCION

La mayoria de los organismos individuales cambian a través del tiempo. Estos cambios

.incluyen alteraciones fisiolégicas dependientes de la edad, tanto morfolégicas como
funcionales, que implican un deterioro del organismo. El proceso de adquisicién de
estos estados alterados esta correlacionado con el paso del tiempo cronol6gico o del
fisiol6gico, y es conocido como envejecimiento o senescencia. En realidad, en algunos
medios de la investigacién biol6gica los términos envejecimiento y senescencia no
tienen el mismo significado. El término senescencia tiene un sentido mas restringido y
hace referencia a los procesos y aspectos del deterioro del organismo con la edad, en
oposicién con el término envejecimiento que no tiene necesariamente una connotacién
de deterioro. No obstante, a lo largo del presente trabajo envejecimiento se usa como
sinénimo de senescencia. El estudio del envejecimiento y de la muerte, indudablemente,
no es simple. El envejecimiento es un fendmeno bastante general; ahora, el momento de
la aparicién de los primeros sintomas y la tasa a la cual éstos progresan estan bajo la
influencia de un gran nimero de factores modificadores.

Aunque generalmente en el ambito de la gerontologia el envejecimiento se define
en términos del aumento de probabilidad de muerte con la edad, dejando fuera de la
definicion cualquier consideracion explicita acerca de la reproduccion, algunos autores
scnalan que el declive y pérdida de la capacidad de reproduccion con la edad es un
fendmeno tan extendido como la disminucién en la probabilidad de supervivencia
(Medawar, 1952, 1955; Charlesworth, 1980; Rose, 1991). Atendiendo a ecsta
consideracion, en biologia evolutiva el envejecimiento se define como la disminucién
persistente de los componentes de la eficacia bioldgica (fitness) especificos de la edad
de un organismo debido a un deterioro fisioldgico interno. En este sentido la definicién
evolutiva del envejecimiento cubre las dos componentes que cuantitativamente
determinan la eficacia: probabilidad de supervivencia y fecundidad especificas de la
edad.

Uno de los principales grupos de invertebrados que ha sido estudiado por los
gerontdlogos es el de los rotiferos (Rose, 1991). Los rotiferos constituyen un material

experimental muy adecuado para el estudio del envejecimento, debido a que (1) la
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duracion de su vida es corta y puede ser modificada por toda una serie de condiciones
ambientales (Fanestil y Bamrows, 1965), (2) toda la actividad sintética tiene lugar
‘durante la embriogénesis primaria, y (3) son capaces de reproducirse
partenogenéticamente. Este peculiar tipo de reproduccion permite la obtencién de clones
(individuos isogénicos) eliminando la variacién gendmica y los Eonsiguientcs cambios
genéticos de la vida media, lo cual es un problema en el mantenimiento de animales
para estudios gerontolégicos. La posibilidad de obtener individuos genéticamente
uniformes hace de estos organismos un material extraordinario para el estudio de los
efectos del ambiente, de la herencia citoplasmatica, del envejecimiento, y del
metabolismo en general.

En el presente trabajo se presentan una serie de estudios experimentales centrados
en la caracterizacién del envejecimiento individual en el rotifero Brachionus plicatilis.
Dicha caracterizacién se ha abordado mediante andlisis morfolégico y bioquimico.
Aunque una discusién de las diferentes teorias del envejecimiento se encuentra fuera del
enfoque de este trabajo, los resultados se interpretan en base a algunas de las teorias
fisioldgicas y evolutivas que se han propuesto para la explicacién de este fenémeno.

Antes de entrar en el desarrollo del trabajo que constituye este capitulo, se
presenta a continuacién una exposicion sucinta de cuales han sido los principales
estudios de envejecimiento en rotiferos antes aludidos y cial es el estado de la cuestiéon
en este momento. Debe advertirse que sélo se citan y comentan los estudios maés
directamente relacionados con las teorias del envejecimiento, dejando de lado (1)
aquellos otros que, aunque presentan datos relevantes para el tema, no se centran en el
estudio mismo, o (2) cstudios sobre los procesos intrinsecos o extrinsecos ajenos al

proceso de envejecimiento que determinan variacion en la esperanza de vida .

Estudios sobre el envejecimiento en rotiferos

Los estudios sobre envejecimiento, utilizando como material de experimentacién a los rotiferos,
datan de] primer cuarto de este siglo. Los primeros experimentos (Finensiger, 1926) correlacionan
la duracion de la vida con pardmetros ambientales, tales como la temperatura y ¢l pH. En general,
estos estudios confunden el proceso de envejecimiento con la actividad metabdlica. El hecho de
que los rotiferos tiendan a vivir menos a altas temperaturas puede explicarse por un aumento de Ja
actividad metabdlica que provocaria una aceleracion de las diferentes fases del ciclo vital y por lo
tanto tiene escasa relevancia en el estudio de las bases fisiologicas del envejecimiento.

El primer estudio amplio sobre envejecimiento en rotiferos fue llevado a cabo por Jennings
y Lynch (1928) como cxtensioén de un primer trabajo en protozoos. Usaron un clon de Proales
sordida, y observaron que la vida media de ]a descendencia variaba inversamente con la edad de la
madre. Conforme una hembra envejecia, aumentaba la frecuencia de la produccién de huevos
abortivos, y sus huevos eran mds variables en cuanto a tamano y forma. Ademas, la progenie de
las hembras viejas presentaba tasas de desarrollo y de fecundidad mas variables. La explicacion de
estos autores al efecto materno sobre la supervivencia y fecundidad de la descendencia fue que los



individuos que se desarrollan a partir de huevos pequeiios estan fisiolégicamente mas estresados y
como consecuencia presentan tasas de fecundidad menores, en comparaciéon con los que se
desarrollan a partir de huevos grandes. El efecto, puesto que se detectd en individuos
pertenecientes a un mismo clon, se atribuy6 a factores ambientales méas que a factores genéticos.
Una explicacion alternativa propuesta por King y Miracle (1980) se basaria en variaciones en la
actividad génetica relacionadas con la edad, particularmente por la accion de genes reguladores.
La mayor contribucién temprana al estudio del envejecimiento en rotiferos fue llevada a
cabo por Lansing (1947) mediante el establecimiento de lineas isogénicas de edad parental
uniforme (ortoclones). Lansing supuso que las diferencias en la longevidad media observadas por
Jennings y Lynch (1928) se harian mis patentes mediante el uso de esta técnica que convierte la
edad materna en una variable experimental independiente. Lansing encontré que los ortoclones
. establecidos .a .partir. de hembras .j6venes . (pediaclones) . tenian patrones . de supervivencia .
" expandidos (la vida media aumenta en cada genéracién), mientras que la vida de los ortoclones
viejos (geriaclones) disminuia progresivamente en cada generacion hasta que se producia la
extincién. Este efecto era transmisible y acumulativo en su accién. Lansing (1948) determiné que
el punto de inflexién entre patrones de supervivencia crecientes y decrecientes corresponde a la
edad en la que el crecimiento cesa. Este autor sugiere que a partir de este momento, empieza a
acumularse un factor citoplasmitico de envejecimiento presumiendo que este factor era un
componente de] mecanismo de envejecimiento individual. Lansing (1954) propone que este factor,
ademis de influir en la longevidad, altera el patrén de reproduccion, variando e! momento del
inicio y la tasa de reproduccién. Lansing (1947) también postula que el cambio en el patrén de
envejecimiento de pediaclén a geriacldn, esta relacionado con el aumento en la concentracion de
calcio intracelular estudiada anteriormente por este mismo autor (Lansing, 1942).

Las conclusiones de Lansing sobre el efecto de la edad materna en el envejecimiento fueron
confirmadas por King (1967), el cual ademads encontré que los patrones de envejecimiento podian
modificarse en funcién de la cantidad y calidad del alimento. Adicionalmente, King llevé a cabo
un extenso analisis de las relaciones entre fecundidad y patrones de supervivencia de los
ortoclones jévenes y viejos, del cual concluy6 que los geriaclones poscian una tasa neta de
reproduccién menor que los pediaclones. Debido a la mayor longevidad y fecundidad, los
pediaclones presentaban crecimientos poblacionales mds altos que los geriaclones. Durante el
periodo trancurrido entre 1940 y 1968, aparecen otros articulos referentes a este tema (andlisis de
supervivencia y fecundidad); todos ellos fucron revisados de forma critica por King (1969). En
este ultimo articulo, King hace una aproximacion a la sencscencia mediante la revision de los
trabajos publicados en rotiferos, destacando los procesos fisiologicos y genéticos que ocurren a los
niveles de organismo y poblacion. Los estudios sobre envejecimiento realizados a nivel de
organismo y revisados en este trabajo consideran por lo genceral la manipulacién de la duracién de
la vida en funcion del estrés fisiolégico provocado por variables tales como la temperatura, el pH,
la concentracién de sales, el contenido en calcio, y los factores nutricionales. Los estudios con
poblaciones de rotiferos demuestran claramente las diferencias en los patrones de supervivencia y
tasas de crecimiento de las poblaciones derivadas de padres jévenes y vicjos.

La dependencia entre envejecimiento y edad materna no seria el inico caso de efecto
materno como queda explicado en el capitulo 7, la existencia de un mecanismo de control sobre la
produccion de hembras micticas (sexuales) por hembras amicticas (asexuales), ejercido por la
edad materna, fue demostrado por Rougier y Pourriot (1977). Estos autores, encontraron que la
tasa de produccién de hembras micticas estaba muy negativamente correlacionada con la edad
materna.

Algunos aspectos bioquimicos del efecto de envejecimiento fueron estudiados por Fanestil
y Barrows (1965), y Meadow y Barrows (1971a), cuando analizaron las modificaciones en la
composicién corporal y en la actividad enzimatica que ocurren a o largo de la vida del rotifero
Philodina acuticornis. De acuerdo con los datos presentados en este trabajo se produce un
aumento del peso seco acompaiiado de un aumento proporcional en el contenido de proteinas con
la edad, mientras que la concentraciéon de ARN y las actividades de la malato y lactato
deshidrogenasa disminuyen marcadamente al final de la vida. Meadow y Barrows (1971b)
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pusieron de manifiesto, también en este organismo, el efecto de diferentes condiciones de cultivo
y de la edad materna en la longevidad y fecundidad de la descendencia. Estos autores observaron
sélo ligeras diferencias entre la duracién de la vida de los pediaclones y geriaclones. La restriccion
nutricional resulté en una prolongacién de la vida; este efecto ha sido detectado posteriormente
por otros autores (Verdone—Smith y Enesco, 1982; Sawada y Enesco, 1984). Contrariamente a los
resultados de Lansing (1942), en este estudio no se detectaron efectos ni de la concentracion de
calcio ni del tratamiento con agentes quelantes en la duracién de la vida del rotifero Philodina
acuticornis. Los resultados obtenidos por Lansing (1942), segin los cuales los rotiferos
comenzaban a acumular calcio tras completar su crecimiento somadtico, fueron apoyados
posteriormente por Sinkock (1974, 1975): los rotiferos cultivados en medios con baja
concentracién de calcio presentaron vidas medias mas largas que los cultivados en medios con alta
concentracién de calcio. Ademds, el tratamiento con agentes quelantes aumentd la duracién de la
vida de estos organismos. Segiin Sinkock estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo
de envejecimiento en los rotiferos relacionado con la acumulacién de calcio durante la vida.
Desgraciadamente, Sinkock (1974, 1975) no utilizé ortoclones, y la ausencia de medidas de la
varianza en la concentracion de calcio y duracién de la vida dificulta Ja interpretacién de sus
resultados. Alternativamente, King y Miracle (1980) proponen otra posible explicacion a estos
resultados, segiin la cual la relacién entre acumulacién de calcio y envejecimiento no seria una
relacién causal directa sino indirecta a través de otro factor fisiolégico desconocido. Enesco y
Holtzman (1980) observaron también una disminucién significativa de la duracién de la vida en
Asplanchna brightwelli a altas concentraciones de calcio y magnesio. No obstante, estos
investigadores detectaron una disminucién, en vez de un aumento, de la longevidad mediante el
tratamiento con agentes quelantes. Este aparente efecto deletereo de la acumulacién de calcio con
la edad permanece bajo revisién, no pudiendo establecerse por el momento ninguna generalizacién
acerca de ]a mineralizacion de las células con la edad (véase, p.e., Barrows y Kokkonen, 1985).

En 1977 Snell y King examinaron las relaciones existentes entre reproduccion y longevidad
en el rotifero Asplanchna brightwelli. El estudio revel6 que los organismos con la vida més larga,
pasaban la mayor parte de su vida en fase reproductiva, distribuian su reproduccion de forma
equitativa en muchas clases de edad, y poseian tasas reproductivas relativamente bajas. En
contraste, los individuos con una vida corta, pasaban la mayor parte de su vida en fase pre-
reproductiva, concentrando su reproduccion en unas pocas clases de edad, y se reproducian con
tasas altas. Los resultados de este estudio son consistenles con la consideracion de que la
reproduccidn afecta negativamente a la supervivencia futura. Las relaciones entre reproduccion y
longevidad en esta misma especie han sido estudiadas posteriormente por Enesco et al. (1989a).

Las relaciones entre edad materna y caracteristicas de la descendencia fueron también
analizadas por Ricci (1980) en Philodinia roseola. Los resultados de este analisis muestran una
mayor fecundidad y longevidad de los descendientes de las hembras maduras que se encuentran en
la parte mas activa del periodo reproductivo, mientras que los descendicentes de Jas hembras mds
vicjas que se encuentran en la parte final de su periodo reproductivo presentan fecundidades y
longevidades ligeramente mds bajas y claramente mas variables. De este trabajo se concluye la
existencia de relaciones entre la tasa materna de produccidn de huevos y las caracteristicas de los
descendicntes.

En 1980 King y Miracle llevaron a cabo un anilisis factorial de la tabla de vida de tres
clones de Brachionus plicatilis cultivados a tres temperaturas distintas. Los resultados de estos
experimentos pusieron de manifiesto la existencia de algunos problemas potenciales en el uso de
poblaciones para el estudio de los efectos del envejecimiento en los individuos. Para estudiar Jos
efectos del envejecimiento mediante el uso del andlisis de supervivencia es necesario que la
mortalidad esté relacionada con la senescencia. Sin embargo, bajo determinadas condiciones la
mortalidad es independiente de la senescencia. Los datos de King y Miracle revelan cambios
importantes entre los patrones de supervivencia de diferentes clones y de un mismo clon en
diferentes condiciones ambientales. En determinadas condiciones ambientales la varianza de la
duracion media de la vida aumenta, y el patrén de supervivencia se aparta de la curva rectangular
negativa esperada en ambientes mas adecuados. Bajo estas condiciones, ni la duracién media de la



vida, ni el patrén de supervivencia obtenido mediante tablas de vida de cohortes de rotiferos
proporcionan datos adecuados para el estudio del envejecimiento individual.

Por dltimo, en 1983, King analizé la propuesta de Lansing (1954), segin la cual los
miembros de las lineas de vida corta derivadas de padres viejos se reproducian mas
tempranamente y con tasas iniciales mds altas que los miembros de las lineas de vida larga
derivadas de padres j6venes, las cuales retrasaban su primera reproduccion a clases de edad mds
tardias en las sucesivas generaciones. El anilisis de dicho efecto, fue llevado a cabo mediante la
construccién de una tabla de vida a partir de los datos publicados por Lansing. Los resultados
obtenidos por King apoyan las conclusiones de Lansing (1954), las cuales se encuentran muy
proximas a las obtenidas por Snell y King (1977) y que se han comentado més arriba. El patrén
encontrado por Lansing en el ortoclon viejo -reproduccién temprana con tasas altas— es
precisamente el patrén encontrado por Snell y King asociado con una duracién media de la vida
" corta. Segiin King (1983), y en relacion con el factor de envejecimiento propuesto por Lansing, -
estos resultados sugieren que el "Efecto Lansing" en Philodina citrina, segin el cual
descendientes de padres viejos tienden a tener una vida media mds corta que los descendientes de
padres jévenes, no se deberia a un factor de envejecimiento, sino a cambios en los patrones de
fecundidad. Estos cambios tendrian su origen en la seleccidén ejercida por el disefo experimental
utilizado por Lansing. Desafortunadamente ninguno de los trabajos realizados sobre el “Efecto
Lansing” en rotiferos replican completamente el disefio experimental utilizado por Lansing. Asi,
King (1967) estableci6 ortoclones pero no midié la supervivencia y fecundidad en las sucesivas
generaciones. Contrariamente a los resultados de Lansing, King (1967), tal y como se ha
comentado mds arriba, determiné que los ortoclones viejos tenian valores de la tasa intrinseca de
crecimiento y de la tasa neta de reproduccion menores que los ortoclones jovenes. De acuerdo con
King (1983), el "Efecto Lansing" debe interpretarse con precaucién mientras no se demuestre que
1a duracion de la vida en un procedimiento de seleccion ortoclonal no es simplemente una funcién
de la alteracién de los patrones de fecundidad. En este sentido, y segin la propuesta de King
(1983), un mejor conocimiento del control fisiolégico de la reproduccién conduciria a un mejor
conocimiento del envejecimiento.

Los estudios mds recientes sobre envejecimiento en rotiferos, algunos de los cuales se han
citado anteriormente, han sido llevados a cabo por Enesco y colaboradores (Enesco y Verdone—
Smith, 1980; Sawada y Enesco, 1984; Bozovic y Enesco, 1986; Enesco et al., 1989b; Sawada et
al., 1990) en relacién con el efecto de diferentes factores en la duracion media de la vida. Una
parte importante de estos trabajos se centra en el estudio del efecto de la radiacion ultravioleta y
de agentes antioxidantes tales como la vitamina E. Los resultados de estos trabajos se¢ han
interpretado en relacion con una de las teorias fisioldgicas del envejecimiento desarrolladas en el
campo de la gerontologia, la cual implica a la formacion de radicales libres en el desarrollo de este

proceso.

6.2. MATERIAL Y METODOS

Los rotiferos utilizados en el presente estudio, pertenecen al clon de laboratorio de la
especie Brachionus plicatilis denominado CU (Serra y Miracle, 1983; véase el capitulo
5). Este clon procede de una laguna endomeica situada cerca de la localidad de La
Celadilla (Cuenca), y ha sido mantenido en el laboratorio desde su aislamiento en 1981
cultivandolo con un exceso de comida, salinidad 12 g/l y 25°C de temperatura (para
detalles adicionales sobre estas condiciones de cultivo véase el capitulo 3). La cepa CU

fue seleccionada para el estudio del envejecimiento porque era la que habia presentado
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el patrén electroforético de proteinas totales mas complejo en el estudio sobre la
variabilidad intrapoblacional realizado en el capitulo 5. Ademds este clon habia sido
caracterizado también en estudios anteriores por otros autores (Serra y Miracle, 1983,
1985 y 1987; Serra, 1987; Miracle y Serra, 1989) y por lo tanto se disponia de

informacién previa acerca del mismo.
Estudio morfolégico

Con objeto de estudiar el crecimiento en relacién con la edad, se establecieron dos
disefios experimentales. El primero de ellos se orienta a la descripcién de los cambios
morfométricos a lo largo de toda la vida del animal, primando el nimero de edades
observadas, sobre el nimero de repeticiones en cada edad. El segundo de ellos, se centra
en el estudio biométrico de la etapa postmadurativa de la vida del individuo, y se realiz6
dando mais importancia al nimero de observaciones (i.e., individuos diferentes) por
edad, con el consiguiente aumento en potencia de la pruebas estadisticas empleadas.

Diserio experimental 1. Para la obtencion de los individuos experimentales, a partir
de cultivos del clon CU crecidos en las condiciones antes citadas se separaron, durante
la fase de crecimiento exponencial (véase el capitulo 5), 300 hembras partenogenéticas
portadoras de dos o mas huevos. Estas hembras se colocaron en pocillos que contenian
0.5 ml de medio de cultivo con 5x105 células de Tetraselmis sp./ml, poniendo unas 10
hembras en cada pocillo. Después de un periodo inferior a 4 horas en la cdmara de
cultivo, durante el cual se produce la eclosidn de un nimero suficiente de huevos, se
aislaron los neonatos descendientes de las hembras previamente separadas. Estos
neonatos se trasladaron a pocillos individuales con 0.5 ml de medio cuya concentracion
algal cra la misma que la del medio de aislamiento, y se colocaron de nuevo cn la
camara inicidndose los cultivos de experimentacion. Los individuos experimentales se
siguicron durante su ciclo vital renovandoles el medio de cultivo y retirando su
descendencia cada 24 horas. Periddicamente individuos escogidos al azar se fijaron,
para su posterior medicion, mediante la adicién de una gota de lugol a cada uno de los
pocillos que los contenian. El nimero de hembras medidas fue de 10 para las edades
menores pero disminuy$ durante el transcurso de la experiencia, de manera que el
nimero de repeticiones fue inferior en los ultimos dias a causa de la escasa poblacién
superviviente. De los individuos escogidos se midieron la longitud (L) y la anchura (A)
de la loriga durante los 12 dias de vida de los rotiferos estudiados.
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La frecuencia de obtencion de individuos para su andlisis fue diaria, y ademas,
durante las primeras 24 horas de vida se efectuaron mediciones adicionales a las 4, 6, 8,
12 y 18 horas. Las medidas se efectuaron con un microscopio invertido Zeiss equipado
con micrémetro ocular, utilizindose un objetivo 40x. Para cada una de las muestras y
cada pardmetro biométrico se calcul6 la media aritmética, la desviacion tipica de la
media y su intervalo de confianza al 95%. Los intervalos de confianza se calcularon a
partir de la distribucién ¢ de Student (Sokal y Rohlf, 1986).

Dzseno experzmenta! 2 .En este scgundo cxperlmcnto se. mldleron tres pardmetros .
de la lorlga la longitud, L la anchura A, vy la separacion entre las espinas laterales o
anchura de la parte anterior, AA. Las mediciones se efectuaron sobre tres grupos de
hembras, cada uno de ellos compuesto por 24 individuos y correspondientes a tres
edades de la fase postmadurativa de su vida (5, 6 y 7 dias).

Para la obtencién de los individuos experimentales se siguié el mismo protocolo
experimental que en el Disefio experimental 1. Estos individuos se aislaron en pocillos
individuales y se siguieron a lo largo de su vida. El medio de cultivo se renové
diariamente, desechandose la descendencia. Los dias 5, 6 y 7 desde el inicio del
experimento se fijaron 24 individuos escogidos al azar, mediante la adicién de una gota
de lugol a cada uno de los pocillos que los contenian. Paralelamente se llev6 a cabo una
descripcién morfoldgica de cada una de las hembras, indicando si presentaban o no los
sintomas, que segin las observaciones previas y los datos bibliograficos, acompanan al
envejecimiento. Asimismo se anoté la presencia de descendencia y de huevos,
elaborando de esta forma un pequeno historial para cada uno de los individuos medidos.

Las medidas se efectuaron, al igual que en ¢l experimento anterior, mediante el
uso de un microscopio invertido Zeiss con micrémetro ocular, utilizadndose un objetivo
de 40x. La significacion del efecto de la edad sobre cada una de las medias de los
pardmetros medidos se determindé mediante un analisis univariante de la varianza
(ANOVA) para cada parametro (segin Cooley y Lohnes, 1971; Sokal y Rohlf, 1979).
Adicionalmente se utilizé el Método de Scheffé (Ruiz—Maya, 1983) a fin de establecer
contrastes entre las medias de las medidas y entre ciertas combinaciones lineales de las

mismas.
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Estudio bioquimico

Con el objeto de estudiar la variacién de los patrones de proteinas totales en relacion
con la edad, en los individuos del clon CU de la especie Brachionus plicatilis, se disen6
el experimento que se describe a continuacion. Los cultivos experimentales comenzaron
con el aislamiento de neonatos. Para la obtencién de estos individuos experimentales se
sigui6 el mismo protocolo que se ha descrito méas arriba para las experiencias
correspondientes al Estudio morfolégico. Los 430 neonatos aislados de este modo se
siguieron durante su ciclo vital renovandoles el medio de cultivo y retirando su
descendencia con una periodicidad diaria. Durante los dias 2, 4, 6, 8 y 9, posteriores al
nacimiento y aislamiento de estos individuos, se obtuvieron los extractos proteicos de 20
individuos tomados al azar, para su posterior electroforesis. De este modo se prepar6 un
total de 100 muestras, cada una de ellas correspondiente a un individuo. Con estas
muestras se realizaron 10 electroforesis en geles de poliacrilamida. En cada uno de los
geles, se separaron 12 muestras, de las cuales 10 correspondian a otras tantas
extracciones de 1 rotifero, mientras que las dos restantes correspondian a una muestra
en blanco, y una muestra de los marcadores de peso molecular usados como patrén de
referencia (véase cl capitulo 4). De un total de 10 electroforesis, S se realizaron con
muestras de edad uniforme (correspondientes a las 5 edades analizadas), y las S
restantes con mucstras de distintas edades (dos muestras por clase de edad). Todo el
experimento completo se repitié dos veces en un mismo ano. Las técnicas de extraccion
de las muestras v de claboracidn, fijaciéon y tincion de los geles, asi como las
condiciones y ¢l material utilizado en el proceso de electroforesis se describen

detalladamentc en cl capitulo 4.
6.3. RESULTADOS
Resultados del estudio morfoldgico

La evolucién de los valores obtenidos para los parametros, longitud (L) y anchura (A) de
la loriga a lo largo de la vida del rotifero Brachionus plicatilis (clon CU), se presenta en
la figura 6.1. A la vista del grafico, se observa que los dos pardmetros estudiados (L y
A) sufren una evolucién semejante en los valores que adoptan en relacién con la edad.
Asimismo es de notar que en el momento del nacimiento el organismo posee ya un

tamano considerable; en los neonatos del clon CU éste es aproximadamente un 58% de
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la longitud maxima y un 54% de la anchura maxima. Los individuos alcanzan su tamafio
adulto -90% de la longitud méaxima, 85% de la anchura méaxima- entre el primero y
segundo dia de vida, que es cuando se inicia la reproduccién. El méximo tamafio se
alcanza alrededor del sexto dia de vida, siendo la edad reproductiva y la longevidad
maximas encontradas de 8 dias y 12 dias respectivamente. Los resultados de los
experimentos de dindmica de poblaciones realizados por Serra (1987) mostraron que el
clon CU en las condiciones experimentales utilizadas en el presente estudio tiene una
duracion media de la vida de 6.86 dias y una edad media en el momento de la ultima

reproduccion de 6.5 dias.
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Figura 6.1. Crecimiento en longitud y anchura del rotifero Brachionus plicatilis a 25°C y 12
g/l de salinidad y alimentado con Tetraselmis sp. a la concentracion de 5x105 células/ml.
Las barras verticales representan los intervalos de confianza al 95% calculados a partir de la
distribucion ¢ de Student.
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Tabla 6.1. Valores medios y sus errores tipicos (ambos en gm) para los parametros: longitud
de la loriga (L), anchura maxima de la loriga (A) y anchura de la parte anterior de la loriga
(AA) correspondientes a los individuos de Brachionus plicatilis, con las edades que se

indican.

Edad (dias) L A AA
5 257.54 (4.01) 178.40 (2.37) 103.13 (2.18)
6 259.92 (4.45) 188.22 (3.05) 103.13 (1.83)
7 266.36 (5.45) 196.85 (3.94) 102.95 (2.03)

El estudio del crecimiento somatico individual muestra que el aumento en longitud
y anchura en relacion con la edad (figura 6.1) puede describirse aproximadamente por la
funcién de Bertalanffy (Bertalanffy, 1948), tal y como se ha observado en otras especies
de rotiferos (Lebedeva y Gerasimova, 1985). El tipo de variacién seguido por los dos
parametros estudiados se asemeja al de una curva de saturacién. En una primera fase,
correspondiente a los primeros dias de vida, se producen cambios de tamaiio rapidos. La
tasa de cambio se atenida con la edad, alcanzdndose una segunda ctapa (entre el quinto y
sexto dia de vida) en la cual los cambios, de existir, son muy leves.

En una segunda experiencia (Diseno experimental 2) se centrd el cstudio en esta
segunda etapa, porque se¢ pensO que en clla podian acontecer cambios en ¢l tamano
relacionados con el proceso de envejecimicnto. Los resultados de los valores medios v
su desviacion tipica, para los pardmetros longitud (L), anchura (A) y anchura de la parte
anterior (AA), correspondientes a las tres cdades estudiadas en esta segunda experiencia
se indican cn la tabla 6.1. Micntras que ¢l parametro AA no presenta variaciones con la
edad, sc observa un aumento en L y A. A fin de determinar la significacién de estas
diferencias se realiz6 un analisis univariantc de la varianza (ANOVA). Los resultados
de este andlisis para cada uno de los tres parametros (L, A y AA), y dc los contrastes
realizados por el método de Scheffé, se muestran cn la tabla 6.2. Las diferencias entre
las medias comrespondientes a cada edad comprobadas mediante el andlisis de la
varianza son altamentc significativas para el pardmetro anchura dc la loriga, no
resultando significativas las diferencias de longitud y anchura de la parte anterior entre
las tres edades. Estos resultados se ven confirmados por el primer contraste realizado
por el método de Scheffé en el que se comparan las medias de los tres barémctros para
los individuos de S y 7 dias de edad. De los resultados de estos dos analisis en los que se
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detecta la existencia de un efecto significativo de la edad sobre la anchura se puede
concluir que, tal y como indicaban las observaciones previas, en la fase final de la vida
se produce un aumento en la anchura de loriga de naturaleza distinta a los cambios que
acontecen en las primeras etapas de la vida. Por dltimo, los resultados del segundo
contraste realizado por el método de Scheffé (tabla 6.2) indican que este aumento de
anchura parece ser lineal. Las observaciones realizadas de otros sintomas del
envejecimiento, caracterizan a los individuos senescentes por una produccién de huevos
- muy baja. 0- inexistente, . una fuerte disminucién.de la tasa de. movimiento ciliar, la
pérdida de motilidad, un aumento de pigmentaci6n que toma los tejidos claros en tejidos
amarillos, apagados y opacos. Algunos individuos viejos muestran el pie rigido y muy
distendido, posiblemente como consecuencia de la relajacion muscular que debe

producirse en la etapa final de la vida.

Tabla 6.2. Resultados del analisis univariante de la varianza para cada uno de los tres
parametros corporales (L, longitud; A, anchura; y AA, anchura de la parte anterior de la
loriga), y de los contrastes realizados por el método de Scheffé (el primer contraste compara
las medias de las medidas de cada uno de los tres parametros para los dias 5 y 7 de edad
mientras que el segundo comprueba la hipétesis de variacién lineal).

ANOVA
Fuente gl CM Razén F
L A AA L A AA

Edad 2 86.29  360.88 0.06 0.93 8.39** 0.29
Error 69 9246 4301 017 ~ - —
n= 24, ** si p<0.01
Contrastes de Scheffé Razén F

L A AA
X5= X5 1.78 20.55** 0.05
X5+ X9)2= X 0.08 0.17 0.02

** si p< 0.01, X;= media del pardmetro a la edad n
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Resultados del estudio bioquimico

Los patrones de proteinas totales obtenidos a partir de los individuos jovenes del clon
CU en las dos réplicas del experimento se caracCterizan por mostrar una gran
uniformidad entre ellos (figura 6.2). Sin embargo,- conforme aumenta la edad de los
individuos se producen cambios en los patrones de proteinas generdndose una gran
variabilidad relativa entre individuos de la misma edad cronoldgica. Los individuos de 2
y 4 dias de edad presentan caracteristicamente el mismo patrén juvenil.

Para inspeccionar esta homogeneidad se llevd a cabo un experimento en el que se
compararon los patrones de proteinas de individuos jovenes (2 dias de edad) procedentes
de huevos puestos por madres jévenes y viejas (de 2 y 6 dias de edad respectivamente).
En este experimento no se detecté un efecto de la edad materna sobre el perfil de
proteinas totales de estos individuos jévenes, ya que todos ellos presentaron el mismo
patron.

En contraste con la gran uniformidad existente entre los patrones de los individuos
de 2 y 4 dias de edad, los patrones de los individuos de 6 dias de edad presentan
variabilidad y esta variabilidad aumenta con la edad como consecuencia de los cambios
que se producen en el perfil de bandas. Las tendencias principales de estos cambios
dependientes de la edad pueden verse en la figura 6.3, donde se presentan los esquemas
de los patrones de bandas caracteristicos de los individuos jovenes v viejos para su
comparacion. El patron caracteristico de un individuo con dos dias de edad cronolégica
se compone dc un total de 49 bandas (la rcpresentatividad de este patr6n ha sido
confirmado mediantc la clectroforesis de mucstras correspondicntes a extractos de S y
10 individuos). La comparacion dc cste patrén juvenil con cl correspondiente a un
individuo senescente (edad cronoldgica ocho dias) revela dos tipos de tendencias. (1)
Por una parte, una disminucién en ¢l nimero dc bandas acompanada de una pérdida de
intensidad en una parte importantc de las que permanecen. En el patron senescente
desaparecen 11 bandas de proteina, distribuidas a lo largo de todo ¢l rango de pesos
moleculares (bandas: 2, 11, 12, 22, 29, 34, 38, 39, 41, 43 y 45). Estas bandas que faltan
representan el 22.4% del nimero total de polipéptidos detectados en el patron juvenil.
Ademads, 13 bandas muestran una disminucién importante en su intensidad. Por lo
general son bandas correspondientes a polipéptidos de alto peso molecular, con peso
molecular superior a 66 kDa (bandas nimeradas de la 3 a la 10), y algunas otras por
encima de 24 kDa (bandas: 19, 23, 25, 26, y 32).
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Figura 6.2. Patrones de proteinas totales de Brachionus plicatilis (clon CU a 25°C y 12 g/l de salinidad). La posicion de los marcadores
de peso molecular se indica a la izquierda.
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Figura 6.3. Esquema de los electroforegramas correspondientes a las hembras jovenes (J) y
viejas (V) del clon CU de Brachionus plicatilis. La posicion y el peso molecular en
kilodaltons (kDa) de las proteinas marcadoras se muestra a la izquierda. El patron de
proteinas de un individuo joven consta de 49 bandas. Las bandas se han numerado de
acuerdo con su movilidad electroforética al lado derecho de la figura. Para cada banda que
presentaba diferencias en los patrones jovenes y viejos, se ha registrado un nimero
indicando su ausencia (0) o su intensidad, cuando la banda estaba presente. La intensidad es
un valor ordinal el cual fue registrado independientemente para cada banda. Este numero
corresponde a una escala de valores establecida en orden de intensidad creciente y cuyo
rango depende del ntimero de grados de intensidad que pudieron distinguirse para cada
banda.
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(2) Por otra parte, 6 bandas de bajo peso molecular, pricticamente imperceptibles
en el patr6n juvenil, experimentan un aumento importante de intensidad en los
individuos senescentes (obsérvense las bandas ndmeros 31, 33,35,37,48 y 49 en la
figura 6.2). Estas son cuatro bandas que se encuentran en el rango de pesos moleculares
entre 24 y 29 kDa, y las dos proteinas de migracién mas rapida.

Los dos rasgos mas caracteristicos del patrén senescente son las dos intensas
bandas de proteina con peso -molecular de 26 y 27 kDa (bandas 33 y 35

. respectivamente), y la reduccién en intensidad de los componentes proteicos de mayor -

peso molecular.

6.4. DISCUSION

El envejecimiento va acompaiiado de toda una serie de sintomas que se expresan en la
morfologia y el comportamiento fisiol6gico de los organismos. Los resultados del
presente estudio indican que los rotiferos senescentes pueden identificarse por una
degeneracién de las funciones reproductivas, tasas de alimentaciébn y movimientos
lentos, asi como por los cambios morfolégicos que experimentan. Entre estos cambios,
las observaciones sistematicas realizadas revelan un abombamiento de la parte inferior
del cuerpo, que aparece en la mayoria de individuos senescentes. La mayor parte de
estos rasgos, directamente observables, asociados con el fenémeno del envejecimiento
han sido descritos previamente por otros autores (Lansing, 1947). La disminucion de la
velocidad de natacion ha sido cuantificada por Luciani et al. (1983), y el declive de la
fertilidad con la edad es un fenémeno bien conocido (p.e., King, 1967; Aronovich y
Spektorova, 1974; Snell y King, 1977; Ricci, 1983).

Los resultados del estudio biométrico realizado a lo largo de la vida de
Brachionus plicatilis (Diseno experimental 1), muestran que el crecimiento somatico en
longitud y anchura de la loriga de este organismo puede describirse por una curva de
pendiente decreciente. El crecimiento somdtico es un proceso finito que sigue una
dindmica del tipo "curva de saturacion”, la tasa de crecimiento es muy marcada durante
el periodo juvenil; los cambios de tamafio son muy rapidos y agudos antes de que se
produzca la primera reproduccién. Luego, el proceso de crecimiento va disminuyendo
paulatinamente. La deceleracion del proceso de crecimiento con el inicio del periodo
reproductivo puede relacionarse con el hecho de que el individuo dispone de una
cantidad de energia que es limitada. El patrén de crecimiento de un organismo depende
de la asignacién de recursos entre procesos anabdlicos y catabdlicos, y de los primeros
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~Le., la produccién- la asignacion entre el crecimiento y la reproduccion (Calow, 1978;
Sibly y Calow, 1987). Los modelos tedricos de optimizacién, basados en los supuestos
de la fisiologia ecolégica y evolutiva, en general predicen que en los organismos el
tamaifio maximo se alcanzara antes de la reproduccién ("bang-bang strategist”, Sibly et
al., 1985). No obstante, muchos organismos se apartan de lo predicho por dichos
modelos (véase, p.e., Perrin, 1989) lo cual también parece ser cierto para el caso de
Brachionus plicatilis. Es, aproximadamente, entre el quinto y sexto dia de vida, en plena
etapa postmadurativa cuando se alcanza el tamafio méximo en esta especie. En cualquier
caso, la asignacién de recursos a la reproduccion frena la tasa de crecimiento somatico.

Por otra parte, el gran tamaio relativo de los neonatos condiciona que una parte
importante del citoplasma materno pase al huevo, lo cual implica que los fenémenos de
herencia citoplasmatica puedan ser importantes en estos 0rganismos.

Los resultados de la segunda experiencia (Disefio experimental 2), centrada en la
ctapa final de la vida, demuestran la existencia de cambios en la anchura de la loriga
relacionados con la edad. Este aumento de anchura parece no obedecer a crecimiento
somatico en sentido estricto ya que se produce a edades tardias, después del crecimiento
primario del individuo, y no va acompaiiado de un aumento de los demds pardmetros
corporales estudiados. De este modo, los resultados morfométricos concuerdan con las
observaciones preliminares que sugerian un abombamiento del cuerpo en los individuos
senescentes. El ensanchamiento de la parte posterior de la loriga podria producirse como
consecuencia de algin proceso de distensidon muscular. Estos cambios en tamano, que
ocurren al final de la vida, debido a su naturaleza mas atenuada en relacion con los del
crecimiento, no sc pusieron de manifiesto ¢n la primera experiencia, pero si en esta
segunda, en la cual sc aument6 el nimero de repeticiones por nivel.

Los métodos bioquimicos propuestos en cl presentc trabajo para el analisis de
proteinas totales permiten su aplicacion a una sola hembra de rotifero (véase el capitulo
4), haciendo posible su caracterizacion mediante un patrén lo suficientemente complejo,
tal y como se discuti6 en el capitulo 5. El patrén de proteinas totales constituye una
"hueclla" del estado del organismo en la cual influirdn tanto factores genéticos como
fisiologicos, ya sean estos Gltimos respuestas al ambiente 0 a la edad del animal. Por
ello, los estudios con proteinas totales permiten disenos experimentales capaces de
detectar variacion en relacién con factores bien determinados. La aplicacién de esta
técnica en el estudio del envejecimiento individual muestra que los patrones de
proteinas son completamente uniformes para individuos jévenes e isogénicos cultivados

en las mismas condiciones, pero que comienzan a cambiar cuando estos individuos
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alcanzan una determinada edad. Estos cambios van modificando el patr6n juvenil para
generar un perfil de proteinas caracteristico de los individuos senescentes. El andlisis
electroforético de las proteinas durante la vida de los individuos permite detectar
cambios dependientes de la edad en su composicién proteica, logrdndose una
caracterizacién del envejecimiento de los individuos. Estos resultados implican la
posibilidad de disponer de una medida de la edad fisioldgica de los individuos mediante
el uso de un método bioquimico. El problema de descubrir medidas fisiol6gicas del
envejecimienta es complejo (para una discusidn detallada, véase Rose, 1991), ya que. no
todos los atributos que vc'x'pc'rinichtah un cambio con la edad sirven como indicadores de
la edad fisiolégica con respecto al envejecimiento. Los cambios relativos al
envejecimiento deben presentar una relacién causal con la probabilidad de
supervivencia, o de supervivencia y reproduccién en la aproximacién evolutiva del
envejecimiento. Ademas, cualquier efecto que altere de forma especifica el proceso del
envejecimiento deberia tener en principio un efecto proporcional sobre la aparicion de
estos cambios. En este sentido, el perfil de proteinas totales podria constituir un buen
indicador de la edad fisioldgica ya que, tal y como se discutird en el capitulo 10, los
procesos que actian especificamente en la senescencia tienen un efecto proporcional en
la aparicion de estas marcas de reconocimiento.

La desaparicién de algunas proteinas de alto peso molecular en los individuos
viejos podria estar relacionada con la reduccién de la masa visceral, especialmente del
material del germovitelario, que se produce durante la senescencia, asi como con
procesos degenerativos de otros tipos. Por otra parte, esta pérdida de bandas, junto con
la intensificacion de algunas de las bandas correspondientes a componentes proteicos de
bajo peso molecular, podria estar asociada con una disminucién en la tasa de recambio
(turnover) de las proteinas con la edad. Existe una extensa evidencia de que la sintesis
total de proteinas disminuye con la edad en una amplia variedad de organismos
(revisado en Makrides, 1983; véanse también Richardson y Bichernal-Sparks, 1983;
Holehan y Merry, 1986). Ademas, la ausencia de un declive similar en el contenido de
proteinas de los tejidos de muchos organismos (Richardson, 1985) implica que las tasas
de degradacion de las proteinas también podrian disminuir con la edad provocando un
aumento en la vida media de las proteinas. En los rotiferos se ha observado una
disminucion dependiente de la edad de la actividad de determinados enzimas junto con
un aumento en €l contenido total de proteinas (Meadow y Barrows, 1971a). Algunos
autores sugieren que la disminucion en el recambio de las proteinas podria constituir la
base molecular de muchas de las manifestaciones fisiologicas del envejecimiento, dada
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su importancia en el control del metabolismo celular y en la regulacién de la actividad
enzimatica (véase, por ejemplo, la revisién realizada por Holehan y Merry, 1986).
Ademids, de lo anterior puede concluirse que los individuos viejos tienen
macromoleculas que no son reemplazadas tan ripidamente como en los individuos
j6venes, y que por lo tanto se encuentran potencialmente expuestas a procesos de
deterioro postsintético durante la vida del organism‘o adulto. La susceptibilidad de las
proteinas a sutiles cambios postraduccionales provocaria un aumento de su
termolabilidad y una disminucién en su actividad especifica (Kanungo, 1980; Makrides,
1983). La desamidacién y racemizacién espontidnea de ciertos restos aminoacidos
(McKerrow, 1979; Finch, 1987), asi como la metilacién, glicosilacién (Gershon y
Gershon, 1970), hidrélisis y formacion de radicales libres (véase por ejemplo Rose,
1991) son algunos de los procesos propuestos como determinantes de la aparicion de
proteinas alteradas durante el envejecimiento y que han sido considerados por algunos
autores como posibles mecanismos moleculares de la fisiologia del envejecimiento.

Los cambios en los perfiles de proteinas totales caracteristicos del envejecimiento
aparecen a partir de los 6 dias de edad de los individuos; la misma edad a la cual cesa el
crecimiento somatico. Esta relacién entre el crecimiento y el proceso de envejecimiento
se encuentra de acuerdo con las observaciones de Lansing (1948) segin las cuales el
cese del crecimiento en los rotiferos parece coincidir con la expresiéon del
envejecimiento. La existencia de relaciones entre el proceso de crecimiento y el
envejecimiento también ha sido puesta de manifiesto ¢n otros organismos (Lints, 1978).

La edad a la cual aparecen los primeros sintomas del envejecimiento se cncuentra
también muy préxima a la duracién media de la vida y a la cdad media de la dltima
reproduccion. Lo cual implica que la duracién de la vida coincide casi con la edad
media de la dltima reproduccién. No obstante, cxistc una gran variabilidad en la
duracién de la vida de los distintos individuos, y la duracion méxima de la vida es casi
el doble de la duracién media. La edad a la cual se produce el cese de la reproduccion es
mucho menos variable. La existencia de una coincidencia temporal entre el cese del
crecimiento y la duracion media de la vida, por un lado, y las primeras manifestaciones
del envejecimiento (medido independientemente de la duracién media de la vida), por
otro, es consistente con una de las teorias fisioldgicas explicativas del envejecimiento, la
teoria del envejecimiento genéticamente controlado (véase Lints, 1978). Segin esta
teoria, los fendmenos del envejecimiento forman parte de los procesos de diferenciacién
y desarrollo de los individuos, y por lo tanto son el resultado de un programa genético

preexistente.
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Los resultados presentados aqui también muestran una coincidencia temporal entre
el final del periodo reproductivo y el momento de aparicién de los rasgos del
envejecimiento en los perfiles de proteinas totales. Meadow y Barrows (1971b)
observaron que los rotiferos presentan bajas tasas de mortalidad durante su periodo
reproductivo. Estos autores indican que el cese de la reproduccion en el rotifero
Philodina sefala el principio de una alta mortalidad y que esto sugiere que la
senescencia- se inicia-en un momento determinado; lo que representaria un proceso
programado.de envejecimiento. Esta idea de que el final del periado reproductivo senala .
el final de la vida po'r'pr'o'césc')s intrinsecos resulta también apoyada por los resultados
del trabajo de Enesco et al. (1989a) en Asplanchna brightwelli y es aplicable a muchos
phyla, tal y como ha sido discutido por Comfort (1979).

La mayoria de las teorias sobre envejecimiento, de las miltiples que se han
desarrollado en el campo de la gerontologia, son hipétesis puramente fisiologicas que no
han sido elaboradas sobre bases evolutivas. Por ello, muy pocas han sido interpretadas
en términos de biologia evolutiva. Sin embargo, la coincidencia temporal entre cese
total del crecimiento y manifestacién del envejecimiento podria ser interpretada dentro
del contexto de la teoria evolutiva del envejecimiento segiin un desarrollo que se
propone aqui siguiendo la linea argumental utilizada por Rose (1991) a propésito del
envejecimiento en organismos con crecimiento continuo; linea argumental que, como se
verd, en alglin grado puede aplicarse a organismos de crecimiento finito. Para la mayor
parte de los evolucionistas la causa dltima del envejecimiento es el declive de la fuerza
de la seleccién natural con la edad (p.e., Charlesworth, 1980; Rose, 1991). La teoria
evolutiva de la senescencia se basa pues, en la existencia de diferencias, especificas de
la edad, en la contribuci6én de la reproduccién a la eficacia bioldgica global (fitness): la
cvolucién del envejecimiento tnicamente se produce si un incremento de la
reproduccion a una edad previa provoca un mayor aumento de la eficacia, que el mismo
incremento a edades subsecuentes (p.e., Bell, 1984a). Existen dos mecanismos
genéticos principales que explicarian la evolucion de la senescencia: (1) la pleiotropia
antagénica, en la cual los alelos que tienen efectos beneficiosos al principio de la vida
tienen efectos deletereos antagénicos al final de la misma (Williams, 1957); y (2) la
especificidad de la accion génica con respecto a la edad, segin la cual los alelos que
tienen efectos deletereos al final de la vida son esencialmente selectivamente neutros,
debido a que no tienen o tienen escaso efecto al principio de la vida, y su seleccién a
edades tardias es muy ligera como consecuencia del declive de la fuerza de la seleccion
natural con la edad (Medawar, 1952). La teoria evolutiva del envejecimiento tiene como
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corolario que la evolucién del envejecimiento es una consecuencia de la accién de la
seleccién natural sobre las tasas de supervivencia y de reproduccion especificas de la
edad. De acuerdo con la formulacién matematica de esta teoria por Hamilton y
Charlesworth (véanse en Rose, 1991, las ecuaciones propuestas por Hamilton, 1966, y
por Charlesworth, 1980), la fuerza de la seleccién natural sobre la supervivencia
empieza a disminuir desde el momento de la primera reproduccion y alcanza un valor de
cero al final del periodo reproductivo (Medawar, 1952). Una de las predicciones de esta
teoria es que en aquellos organismos que presentan un aumento de la fecundidad
después de la madurez reproductiva, envejecen mas lentamente que aquellos que no
presentan este tipo de incremento (Williams, 1957).

La relacién entre el cese del crecimiento y el envejecimiento podria explicarse por
la relaci6n entre el tamafio y la fecundidad, la cual es muy general (Calow, 1978; Begon
et al., 1990). El crecimiento que continda después del inicio de la reproduccién se
encuentra normalmente asociado con un aumento de la fecundidad. Esto resultaria en
una disminucién mas lenta de la fuerza de la seleccion con la edad lo cual llevaria a una
demora del envejecimiento (Rose, 1991). Los rotiferos contindan creciendo, aunque con
una tasa muy lenta, después de que alcanzan la madurez reproductiva (Lansing, 1948;
Lebedeva y Gerasimova, 1985; veanse también los resultados presentados aqui). En el
caso de Brachionus plicatilis, tal y como se ha discutido mas arriba, el crecimiento
somético cesa aproximadamente a la edad promedio de la dltima reproduccién. Un
problema que presenta la aceptacién de la hipétesis aqui esbozada es que no se dispone
de datos que relacionen fecundidad con tamafo cn rotiferos. El incremento de
fecundidad con la edad que sucle observarse cuando se construyen tablas de vida de
cohortes de rotiferos es un proceso complejo que pucde deberse al incremento de
fccundidad de cada individuo de la cohortc y/o a la variacién cntre individuos en el
momento de 1nicio de la reproduccién. Es mas, cuando sc cstudian datos de fecundidad
resefiada por individuo (p.e., en Serra, 1987, véase en cl apéndice correspondicnte a los
datos de las tablas de vida, los de la cepa CU), no sc observa una tendencia clara al
incremento de la fecundidad, aunque datos como los comentados aqui, recolectados con
periodicidad diaria, no parecen muy adecuados para descubrir variaciones finas en la
fecundidad.

Otras posibles relaciones a través de las cuales podria ensayarse una explicacién
para la coincidencia del cese del crecimiento con el comienzo de la senescencia podrian
venir determinadas por los patrones Optimos de asignacién de recursos entre los

procesos de mantenimiento (relacionados con el envejecimiento), crecimiento y
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reproduccién. Aunque la familia de modelos teéricos que relacionan estos aspectos esta
creciendo (véase, por ejemplo, Sibly y Calow, 1987; Kirkwood y Rose, 1991) todavia
parece ser insuficiente para abordar satisfactoriamente el problema.

Como puede observarse existe una fuerte indeterminacién tedrica en la
interpretacion de la coincidencia temporal entre el inicio del envejecimiento y otros
rasgos de la historia vital. No obstante, otros de los resultados encontrados aqui poseen
una interpretacion directa; este es el caso de la coincidencia temporal entre el final del
.periodo reproductivo y la aparicion de los patrones de proteinas caracteristicos. de la .
senescencia, ya quc‘ el final de la 'répr'od'ucc':ié'n c'oihci'difiavsegﬁn las 'predicéiohcs de esta
teoria con el momento en el cual la intensidad de la fuerza de la seleccidn se hace cero.

Por otra parte, los datos presentados aqui ilustran la falta de correlacion entre la
edad cronoldgica y la edad fisioldgica, incluso entre individuos pertenccientes a un
mismo clon, y por lo tanto isogénicos, sometidos a las mismas condiciones ambientales.
Los individuos envejecen a velocidades diferentes, de manera que a partir de una
situacién uniforme (patrones de proteinas de individuos j6venes), se alcanza una
situacion de gran variabilidad (electroforegramas de proteinas correspondientes a
individuos de edad cronolégica avanzada) en la que los individuos de la misma edad
cronoldgica presentan perfiles de proteinas diferentes correspondientes a distintas fases
o estados de un esquema de variacion. Por lo tanto, una misma edad cronolégica integra
estados fisiologicos distintos de los organismos (véase la figura 6.4). Esta variabilidad
individual no impide el que los rasgos de 1a historia vital de estos organismos respondan
de forma predecible a los factores ambientales. Asi, si estos organismos eutélicos se
cultivan en otras condiciones, tales como una temperatura mayor o menor, la duracién
de su vida es respectivamente mas corta 0 mas larga (Miracle y Serra, 1989) y su
tamaino corporal menor o mayor (King y Miracle, 1980; Lebedeva y Gerasimova, 1985;
Serra y Miracle, 1985), pero la relacién entre la vida maxima y vida media, periodo
reproductivo y periodo de crecimiento se manticne aproximadamente constante.

Dadas las interrelaciones que existen entre crecimiento, reproduccién y
longevidad, el envejecimiento en los rotiferos debe considerarse una fase mas del ciclo
vital de estos organismos conjuntamente con las fases de crecimiento y reproduccion.
Asi, estas primeras fases influirdn sobre la fase final de la vida y por lo tanto sobre el
inicio, tasa y duracién de la senescencia de los individuos. En relacién con estos
procesos existe una plasticidad temporal importante en el desarrollo de los individuos, la
cual se hace extensiva a los procesos de envejecimiento. Asi, como ha quedado dicho, la
variabilidad en cuanto al momento en el que pueden aparecer los sintomas del
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envejecimiento es considerable. De acuerdo con los resultados presentados aqui esta
variabilidad no se debe unicamente a las condiciones genéticas o del ambiente general
de los individuos, sino también a otras causas. Esta causas podrian ser: (1) factores
aleatorios intrinsecos implicados en los cambios de la potencialidad o funcionalidad de
la expresion génica en células que no se dividen activamente, (2) otros factores tales
como la edad materna o agentes infecciosos. Ambas causas a su vez podrian deberse a
pequenas diferencias en el ambiente de los individuos (extemo, interno o intracelular)
que condicionaran la acciéon génica, o a la asignacion aleatoria de material genético
extranuclear entre individuos isogénicos. En cualquier caso, procesos de

retroalimentacion podrian amplificar severamente estas diferencias minimas iniciales.

MUERTE

EDAD CRONOLOGICA

Figura 6.4. Modelo grafico ideal de la evolucion temporal de distintos individuos de una
poblacién clonica cultivados en las mismas condiciones. Las curvas de trazo continuo
representan la relacion entre la edad cronolédgica (dias de vida) y la edad fisiologica para
individuos distintos. Las barras verticales representan la variabilidad asociada a la edad. La
linea de trazo discontinuo representa la evolucion de un individuo con edad fisiologica
avanzada en el momento de su nacimiento.
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PARTE TERCERA: LA MIXIS: INDUCCION, IMPLICACIONES Y

FENOMENOS ASOCIADOS

Esta tercera parte se centra en el estudio del
momento en que se produce la reproduccién

sexual dentro del ciclo vital de los rotiferos, asi

.como de las senales ambientales utilizadas para

el inicio de la misma en el rotifero Brachionus

plicatilis, considerando el posible significado
ecolégico y evolutivo de los factores que
controlan la sexualidad en esta especie. La
comprension del significado de la mixis desde
una perspectiva ecolégica y evolutiva viene
condicionada por un buen conocimiento del
momento de induccién de la misma y de los
factores que controlan esta induccién. Esto ha
motivado el desarrollo de un gran nimero de
trabajos empiricos acerca de los factores
relacionados con la induccién de la
reproduccion sexual en poblaciones naturales y
de laboratorio que son objeto de la revision
bibliogréfica que se presenta en el capitulo 7. Se
ofrece también en este capitulo una vision de las
diferentes aproximaciones utilizadas en la
interpretacion del significado adaptativo del
momento de la mixis en los rotiferos
partenogenéticos ciclicos, y se describe un
modelo tedrico con el que mediante una serie de
simulaciones se intenta predecir el momento
optimo para la mixis en los rotiferos
monogonontes con una cierta ecologia. El
capitulo 8 considera la respuesta mictica de
Brachionus plicatilis a la densidad de poblacion

y la importancia que en la modulacién de esta

103



respuesta tienen la edad de la hembra y su
genotipo. Los experimentos presentados en el
capitulo 9 han sido diseiiados para explorar la
naturaleza del efecto de la densidad y se sugiere
el posible significado adaptativo de una sefal
dependiente del hacinamiento de la poblacién
para la respuesta sexual de los rotiferos. Por
ultimo, el capitulo 10 estudia, mediante andlisis
demogrifico y de proteinas totales, las
diferencias fisiolégicas que como consecuencia
de su distinto comportamiento reproductivo

presentan las hembras micticas y amicticas en |
rasgos de su historia vital, tales como la

supervivencia, la fecundidad y la senescencia.
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7. EL SIGNIFICADO DE LA MIXIS Y LOS FACTORES RELACIONADOS
CON LA MISMA. REVISION BIBLIOGRAFICA Y APORTACIONES

TEORICAS

7.1. INTRODUCCION

La reproduccién sexual es un fenémeno-complejo en el curso del cual el genoma se
diversifica mediante un tipo de divisién nuclear denominado meiosis y un tipo de fusién
nuclear denominado singamia o fertilizacion. Durante la meiosis el genoma se reordena
por el proceso de recombinacién genética y por la distribucidn aleatoria de cada par de
cromosomas homélogos en cada uno de los productos meiéticos. La posterior singamia
o fertilizacién reconstituye el estado diploide. El producto diploide de la fusion, el
zigoto, resulta de la unién de dos nucleos haploides meiéticamente diversificados, y por
lo tanto es generalmente diferente de cualquiera de los dos nucleos diploides de los que
desciende. La reproduccién sexual es sindnimo de mixis (Ghiselin, 1974), ya que es un
proceso de mezcla que cambia la relacién entre diversos elementos (genes o grupos de
ligamiento) del genoma, con o sin la introduccién de nuevo material genético.

El modo predominante de reproduccién en los animales es la reproduccién sexual,
siendo la partenogénesis una forma de reproduccién derivada de la reproduccion sexual
(Bell, 1982; Suomalainen ef al., 1987). En ella un huevo da lugar a un nuevo individuo
sin fertilizacién. La partenogénesis limita o inhibe el potencial para la recombinacién
genética.

No obstante, los animales no se encuentran necesariamente restringidos a un tnico
tipo de reproduccion. Los rotiferos de la clase Monogononta se caracterizan por poseer
un ciclo de vida en el que la partenogénesis alterna con la reproduccién bisexual,
fendmeno conocido como partenogénesis ciclica o heterogonia (véase el capitulo 2).
Esta partenogénesis es apomictica y por lo tanto estrictamente clonal en ausencia de
mutacion. La fase partenogenética en el ciclo vital puede considerarse como un periodo
de clonaje, y la fase sexual como un episodio de diversificacién genética, siendo cada
uno de los zigotos supervivientes el fundador de un nuevo clon.

Los partenogenéticos ciclicos son de gran interés porque retienen su capacidad
para la reproduccién bisexual, combinando las ventajas del rdpido crecimiento
poblacional proporcionado por la partenogénesis con las ventajas evolutivas de la
recombinacién genética y la singamia. Este tipo de organismos es itil en el estudio del
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significado funcional de la mixis porque permiten comparar la biologia de la
reproduccién sexual y de la asexual en una misma linea de descendencia.

En este capitulo se describen los factores relacionados con la reproduccion sexual
en los rotiferos monogonontes, y mas concretamente con la induccién de la produccién
de hembras micticas, primer paso para la entrada en la fase sexual del ciclo vital. Se
revisan los trabajos de caridcter empirico llevados a cabo en el laboratorio sobre el
control de la reproduccién sexual, asi como las observaciones en el campo que
evidencian el suceso de este tipo de reproduccién en condiciones naturales. Asimismo se
abordan los planteamientos y aproximaciones de tipo tedrico dirigidos a comprender el
significado ecoldgico de la reproduccion sexual en los rotiferos desde un punto de vista
de la adaptacién y evolucién. Por dltimo, el cuadro presentado se completa con la
descripcién de un modelo tedrico y la discusién de los resultados obtenidos en las

simulaciones con €] efectuadas.
7.2. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS FACTORES RELACIONADOS CON LA MIXIS

La produccién de hembras micticas es el paso inicial para la reproduccién sexual, el
cual viene seguido por la produccién de machos, la fertilizacién y finalmente la
produccion de huevos durables. El conocimiento del momento en el que tiene lugar la
reproduccién sexual en los ciclos de vida, y de los tipos de sefiales ambientales
utilizados para iniciar la reproduccion sexual ayudaria a comprender el significado
adaptativo de la mixis. Pero desafortunadamente y a pesar de la gran cantidad de
bibliografia existente, la regulacién de la produccién de hembras micticas, y por lo tanto
de la reproduccion sexual, no se conoce bien.

Un gran ndmero de investigadores han tratado de identificar los factores
ambientales que provocan la produccién de hembras micticas. Los primeros trabajos de
Maupas, Nusbaum, Whitney, Shull, y otros (revisados por Birky y Gilbert, 1971)
presentan resultados contradictorios y en ocasiones erréncos. Muchos de estos primeros
estudios resultan dificiles o imposibles de interpretar, ya que usan una gran variedad de
complejos medios de cultivo, cuyas fuentes de alimento se controlan de forma deficiente
tanto en sus aspectos cualitativos como cuantitativos. Ademas, la temperatura, el
fotoperiodo y la densidad de poblacién a menudo no se encuentran bajo control en el
disefio experimental, y frecuentemente, se omite el uso de controles experimentales
adecuados. Estos primeros resultados aparecen tabulados en el trabajo de Halbach y

Halbach-Keup (1972) y se resumen aqui en la tabla 7.1.
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Tabla 7.1. Resumen de los resultados de algunos trabajos antiguos acerca de la influencia de diferentes
factores cxternos sobre la tasa de mixis de los rotiferos (tomado de Halbach y Halbach—Keup (1972)).

Factor Induce Inhibe Ausencia  Géncro Autor
de cfecto
Cantidad de alimento: + Asplanchna, Mitchell (1913), Shull (1915),
alimento abundante + Brachionus, Withney(1916, 1917, 1919),
+ Epiphanes, Buchner y Kiechle (1965),
£ Pedalion Buchner et al., (1969).
+ Asplanchna, Nusbaum (1987), Shull (1910a,b),
+ Brachionus, Tauson (1927), Erman (1962).
+ Ephipanes
+ Asplanchna, Punnett (1906). Whitncy (1907),
+ Brachionus, Zawadowsky (1916),
+ Diglena, Watzka (1928),
+ Epiphanes, Buchner (1941b),
+ Keratella
Calidad del alimento: + Asplanchna, Mitchell (1913), Whitney
algas verdes + Brachionus, (1914a, b, 1915, 1916),
+ Diaschiza, Shull(1915), Luntz (1929)
+ Diglena, (Hertel, 1942), Gaudenzi,
+ Epiphanes y Kiechle (1965), Buchner
: et al., (1969).
+ Brachionus Luntz (1929), Gilbert (1963).
Cambio dc pH + Asplanchna, Tauson (1925), Luntz (1929)
+ Brachionus
+ Brachionus, Rumianzeff (1923), Luntz
+ Pterodina (1926), Buchner (1941b).
Temperatura + Brachionus, Maupas (1891), Halbach
+ Epiphanes (1970b).
+ Epiphanes Shull (1911).
+ Asplanchna, Nusbaum (1897), Punne
+ Brachionus, (1906), Whitney (1907),
+ Epiphanes, Watzka (1928), Buchner
+ Keratella (1941b).
Cambio de tecmperatura: 4 Asplanchna, Moro (1915), Tauson (1926,
choque térmico + Brachionus 1927), Buchner (1941b),
Pourriot (1965), Buchner y
Kiechle (1966), Buchner et al.,
(1969).
+ Mounostyla Laderman y Guttman (1963).
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poblacionales

internos ambientales
Edad de la madre Calidad del alimento Agrupamiento
Edad de las hembras Cantidad de alimento Densidad poblacional
preparentales
Salinidad Fase de crecimiento
Genotipo poblacional
Temperatura
Fotoperiodo

Figura 7.1. Clasificacién de los factores mas frecuentemente asociados con la reproduccién

sexual en algunas especies de rotiferos.

La mayor parte de los trabajos modernos cuidadosamente controlados se refieren a
los géneros Brachionus, Asplanchna y Notommata. Existe una gran cantidad de
informacion acerca de los factores internos y externos que inducen y modulan la
produccion de hembras micticas en estos tres géneros. La bibliografia existente al
respecto ha sido objeto de varias revisiones (Gilbert, 1977a; Pourriot y Clément, 1981;
Pourriot y Snell, 1983). Los factores internos mas importantes identificados por cstos
autores son la edad de la madre y su genotipo. Entre los otros factores implicados mas
consistentemente con la produccion de hembras micticas, estan la densidad depoblacion,
el agrupamiento (nimero de individuos cultivados en un volumen constante de medio de
cultivo), el fotoperiodo, la temperatura, la salinidad, y los aspectos cualitativos y
cuantitativos de la dieta.

En el cuadro que aparece en la figura 7.1 se clasifican de forma esquematica estos
factores que son los que més frecuentemente se han asociado con la reproduccidn sexual
en algunas especies de rotiferos. Sin embargo, es conveniente sefialar que en los
estudios de campo y en algunos disenios experimentales de los trabajos realizados en el

laboratorio la observacion de tal asociacién no siecmpre implica una relacién causal
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601

A)

Temperatura

B

MIXIS —— Densidad de ——— Obsecrvacion
poblacién de un maximo

» Oxigeno

Se supone que una disminucién de la temperatura induce la
mixis. Este cambio en la t(cmpcratura aumenta la
concentracién de oxigeno. La induccidn de la mixis provoca
una disminucién del crecimicnto dec la poblacién, y por lo
tanto la induccidén coincide con la observacion de un méximo
poblacional. Un investigador podria asociar la induccion de la
mixis con: un descenso de la temperatura, un aumento del
oxigeno, o un aumento de la densidad de poblacién, cuando ¢l
cardcter de las relaciones seria:

oxigeno~-mixis: relacion espuria
temperatura mixis: relacion causal directa
méximo de densidad-mixis: rclacién causal inversa

B)

Cantidad de — densidad méxima .
alimento

Pardmetros —— cdad de los individuos — MIXIS
poblacionales

(x), my)

Un mayor nivel de alimento cambia la densidad maxima que
pucde alcanzar la poblacién. Este nivel de alimento afccta
también a los pardmetros poblacionales (/(x) y m,) los cuales

determinan un cambio en la estructura de edad de la
poblacién. La tasa de mixis de la poblacién como un todo es
dependiente de cambios ¢n la cdad dec los individuos. El
caracter de las relaciones para las distintas asociacioncs dc
pardmctros que se podrian observar es el siguiente:

cantidad de alimento-mixis: relacién causal indirecta
edad-mixis: relacién causal directa
densidad-mixis: relacién espuria

Figura 7.2. Ejemplos imaginarios de las diferentes relaciones causales que podrian existir entre algunos factores relacionados con la
mixis y las posibles asociaciones que podria detectar un investigador segin el pardmetro del sistema que estudiara. Obsérvese que

dichas asociaciones no siempre implican causacion directa.




INDUCCION DE LA MIXIS
Factores internos,

poblacionales, y
ambientales. MODULACION

TASA DE PRODUCCION DE HEMBRAS MICTICAS
(Porcentaje de huevos mitéticos que dan lugar a hembras micticas)

NUMERO DE HEMBRAS MICTICAS

Supervivencia diferencial
de hembras micticas y
amicticas.

RECUENTOS RELATIVOS

DE HEMBRAS MICTICAS
(Experiencias con cultivos masivos y en el campo)

Fecundidad diferencial hembras micticas y amicticas
Supervivencia de los machos.

NUMERO DE MACHOS

FERTILIZACION

NUMERO DE HUEVOS DURABLES

Probabilidad de encuentro
Edad de las hembras micticas
Actividad y fecundidad de los machos

Fecundidad de las hembras micticas fertilizadas

Figura 7.3. Diferentes procesos que comprende la fase de reproduccion sexual en el ciclo heterogdnico de los rotiferos monogonontes. Se
indican las distintas variables por las que dichos procesos se encuentran afectados.



directa entre el factor y el efecto observado. Esta situacion se ilustra en la figura 7.2
mediante unos ejemplos imaginarios, y en los que se indican las posibles relaciones
causales que podrian existir entre algunos factores abidticos y poblacionales, y la
reproduccion Scxual, de las cuales se derivarian asociaciones que no implican causacion
directa.

Otra dificultad para establecer comparaciones entre estudios e interpretar
resultados de forma global viene determinada por el tipo de medida utilizado por el
investigador para evaluar la magnitud de la reproduccion sexual. De los diferentes
procesos que comprende la reproduccién sexual (figura 7.3), todos los cuales son
relevantes para la comprension de este fenémeno, tinicamente se ha considerado aqui la
induccién por ser la fase mas especificamente asociada a la mixis y que puede estar
sujeta a procesos selectivos no triviales. Por ello la revisién bibliografica se ha centrado
en los estudios sobre la produccién de hembras micticas, la primera consecuencia que
aparece tras la induccién de la mixis. Cuando se ha considerado relevante para
esclarecer la asociacion entre determinados factores y la induccioén de la mixis, se han
tenido en cuenta también estudios que evalian la produccién de machos y huevos
durables, aun cuando otros procesos pudieran distorsionar la relacion entre dichos
indicadores y la produccién de hembras micticas.

A continuacién se relacionan y discuten los factores que se han enumerado mas
arriba, y que como se ha sefialado han sido asociados de forma mds consistente con la

reproduccién sexual en los rotiferos.

Densidad de poblacién o hacinamiento. La scxualidad en varias especies de
Brachionus sc ha relacionado con las altas densidades de poblacién tanto en cultivos de
laboratorio (Gilbert, 1963b, 1977b; Hino e Hirano, 1976; Pozuclo, 1977; Pourriot y
Clément, 1981; Pourriot y Snell, 1983) como e¢n poblaciones naturales (Buchner, 1941b;
Wesenberg-Lund, 1930; Ito y Iwai, 1958; Bogoslavsky, 1963) y naturales manipuladas
(Miracle y Guiset, 1977). No obstante, aunque la densidad cs ¢l factor que de una forma
mas general se ha identificado como estimulo efectivo en la induccién de la mixis en cl
género Brachionus, su efecto no ha sido observado en algunos estudios. Asi, Halbach y
Halbach-Keup (1972) no encontraron correlacion entre sexualidad y densidad de
poblacidn en el estudio realizado en tanques de cultivo con individuos de tres especies
del género Brachionus procedentes de 15 ambientes distintos. Otros autores tampoco
han detectado el efecto de la densidad (Scott, 1977; Pourriot y Rougier, 1979).
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El efecto de la densidad de poblacién en la produccién de hembras micticas en
Brachionus calyciflorus fue puesto de manifiesto en primer lugar por Buchner (1941b) y
posteriormente confirmado por Gilbert (1963b). En cultivos de laboratorio a corto plazo,
las hembras mantenidas desde su nacimiento a una densidad de 4 hembras/ml
produjeron un ndmero de descendientes micticas-significativamente mayor que las '
cultivadas a una densidad de 0.66 hembras/ml. Esta relacién se mantuvo
independientemente de que las hembras progenitoras fueran cultivadas de forma aislada
o en grupos de seis (Gilbert, 1963b). Por lo tanto, Gilbert (1963b), y Birky y Gilbert
(1971) concluyeron que el efecto del hacinamiento era independiente de una interaccion
directa entre los individuos o de efectos de grupo, aunque no descartaron que tales
efectos pudieran tener lugar en los rotiferos.

Las experiencias llevadas a cabo por Rougier y Pourriot (1977) en B. calyciflorus
mostraron resultados diferentes a los obtenidos por Gilbert (1963b), y de dificil
interpretacién dada la inconstancia de la influencia de la densidad y del agrupamiento
sobre la tasa de mixis que observan estos autores. Segiin la interpretacion dada por ellos,
sus resultados ponen de manifiesto un efecto del agrupamiento que predomina sobre la
densidad de poblacién, vy que varfa en funcién de esta ultima, la cual parece tener
también efecto sobre la tasa de mixis pero de forma irregular. Sin embargo, si se realiza
una revision detallada de los resultados de este estudio, éstos indican que el efecto del
agrupamiento no se detecta en algunas de las densidades ensayadas. (No observan
efecto del agrupamiento a las densidades medias (0.6 y 1 hembra/ml) mientras que a las
densidades extremas (0.2 y 2 hembras/ml) ¢l agrupamicento cjerce una influencia
significativa pero inversa segin el nivel de agrupamicnto considerado.) Ademds para
aqucllas dcnsidades en las que se detecta un efecto significativo de este factor, su
influencia es positiva 0 negativa segin cl nivel dc agrupamiento considerado. Del
mismo modo, la influencia de la densidad sélo sc detecta para algunos niveles dc
agrupamiento, pero cuando este efecto sc manifiesta es siempre de caracter positivo. Por
lo tanto los resultados sugieren que ambos factores actian dec una forma interactiva
compleja, de modo que no es posible identificar ningin patrén simple; esto quizds
resulta mas acentuado con respecto al efecto del agrupamiento.

Estos mismos autores, en un estudio realizado en la especic Brachionus plicatilis,
encontraron que en la cepa utilizada la produccién de hembras micticas era dependiente
del agrupamiento, el cual muestra un efecto positivo, pero no lograron poner de
manifiesto un efecto de la densidad de poblacion (Pourriot y Rougier, 1979). La

ausencia de tal efecto fue observada también en una cepa estudiada por Lubzens (1981).
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Pero aunque en dicha cepa la densidad de poblacién por si misma no fue capaz de
inducir la sexualidad, una vez que ésta se indujo mediante cambios en la salinidad del
cultivo, el nivel de mixis aument6 con la densidad de poblacion (Lubzens et al., 1980;
Lubzens, 1981; Lubzens et al., 1985). Desgraciadamente las experiencias llevadas a
cabo por Hino e Hirano (1976) en esta misma especie, y en las que se detect6 un efecto
positivo de la densidad de poblacién sobre la mixis, utilizan un disefio experimental que
superpone el efecto de la densidad sensu stricto (volumen de medio disponible por
hembra alslada) con el dcl agrupamlcnto En un reciente estudio, Snell y Boyer (1988)
"encontraron un efecto posmvo de la densidad de poblacién sobre la produccién de
hembras micticas en el rango de densidades ensayadas, y establecieron un valor umbral
de 0.147 hembras/ml para la produccién de hembras micticas en su cepa de Brachionus
plicatilis.

En las experiencias realizadas con cultivos masivos de laboratorio a largo plazo,
en los cuales el medio no se renueva, la dindmica poblacional se caracteriza por un
ripido aumento de la produccién de hembras micticas con la densidad de poblacion. La
produccién de hembras micticas alcanza su méaximo ligeramente antes 0 al mismo
tiempo que la densidad poblacional, y entonces disminuye hasta cero antes de que se
produzca la desaparicion de la poblacién de animales activos. Tal patrén fue observado
por Buchner (1941b) en Brachionus urceolaris, por Ito (1960) y por Pozuelo (1977) en
B. plicatilis, y por Gilbert (1963b, 1977b) en B. calyciflorus. En ocasiones la
disminucién de la proporcién de hembras micticas con el envejecimiento del cultivo se
produce incluso cuando las densidades de poblacién contindan siendo altas (Gilbert
1963b, 1977b).

El mecanismo por el que actda el efecto del hacinamiento no se conoce. El efecto
de la densidad en cultivos a corto plazo ha sido atribuido por Gilbert (1963b) a la
acumulacién de una sustancia producida y secretada o excretada al medio por los
rotiferos. Gilbert (1963b) encontré que las condiciones de hacinamiento producidas por
Paramecium caudatum no inducian la produccién de hembras micticas en B.
calyciflorus. Por el contrario, el hacinamiento con B. angularis indujo la produccién de
hembras micticas. Por ello; este autor consideré que la sustancia propuesta debia de
tener cierta especificidad taxonomica. Las observaciones de Halbach y Halbach—Keup
(1972) son compatibles con esta interpretacion, ya que estos autores observaron que los
periodos de sexualidad en tres especies de Brachionus que coexisten eran
independientes unos de otros. El declive de la sexualidad en los cultivos a largo plazo
cuando las densidades de poblacién aiin son altas resulta més dificil de interpretar dentro
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del marco de esta hip6tesis. Gilbert (1963b) propone que la hipotética sustancia debia de
ser producida por los rotiferos solamente en las fases de crecimiento exponencial, o sélo

por los individuos j6venes, los cuales predominan en dichas fases de crecimiento.

Fotoperiodo. Las investigaciones de (Pourriot, 1963; Pourriot y Clément, 1975).
demostraron por primera vez que la sexualidad en algunas especies de rotiferos podia
estar controlada por el fotoperiodo. Por ejemplo, comprobaron que las hembras micticas
aparecen en los cultivos del rotifero Notommata copeus tGnicamente cuando el
fotoperiodo diario es superior a unas 15 horas. Respuestas similares al fotoperiodo se
han observado también en Notommata codonella y Trichocerca ratus (Pourriot, 1963).
Posteriormente, Laderman y Gutman (1974) observaron que el cambio del fotoperiodo
provoca la aparicién de hembras micticas en Brachionus rubens. No existen evidencias
de tal efecto en otras especies del mismo género y del género Asplachna.

En Notommata copeus los fotoperiodos con capacidad inductora, segin (Clément y
Pourriot, 1972) parecen alterar la fisiologia de las hembras amicticas de manera que
algunos de sus huevos se desarrollan dando lugar a hembras micticas. Los resultados de
otros varios estudios sobre N. copeus sugieren que el fotoperiodo no influye sobre la
tasa de reproduccidn, y la respuesta de las madres es independiente de su edad (Pourriot
y Clément, 1975, Clément y Pourriot, 1975, 1976a). El efecto del fotoperiodo se
encuentra modulado por la densidad de poblacién, aunque de una forma bastante
compleja. Asi, el nivel de produccién de hembras micticas disminuye significativamente
conforme aumenta la densidad de poblacion; esto es, la frecuencia de descendientes
micticos es menor cuanto menor ¢s ¢l volumen del medio cn que se cultiva a la madre
(Clément y Pourriot, 1973a). Sin embargo, a una densidad dada las hembras agrupadas
producen mds descendientes micticas que una hembra aislada (Clément y Pourriot,
1973b). Ademas, si las hembras se cultivan agrupadas en un medio renovado a
intervalos, la produccién de hembras micticas es mayor cuanto mayor es la frecuencia
de renovacion del medio. Por lo tanto el efecto del fotoperiodo se encuentra regulado
por el hacinamiento, si bien en un sentido opuesto al observado en los cultivos de
Brachionus y Asplachna, y este efecto del hacinamiento sc¢ encuentra a su vez
modificado por un "efecto de grupo", el cual es un efecto del nimero absoluto de
hembras y no de su densidad. La compleja hipétesis propuesta para explicar el efecto
observado de la densidad y el agrupamiento (Clément y Pourriot, 1975) implica la
secrecién de dos sustancias antagdnicas por parte de N. copeus. Tanto la existencia de

estas sustancias como los aspectos basicos del intrincado esquema hipotético de
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actuacién propuesto para las mismas, carecen de soporte experimental. No obstante, las
consideraciones sobre las posibles causas de los efectos de la densidad y del
agrupamiento en Notommata copeus resultan de interés en el anélisis de la produccion

de hembras micticas de otros rotiferos tales como Brachionus.

Dieta. Uno de los factores externos relacionados con la produccién de hembras
micticas es la dieta, tanto en sus aspectos cualitativos como cuantitativos.

. Quizas uno de los efectos de la calidad de la dieta mejor estudiados es la
‘induccién de la produccién de hembras micticas en el género Asplanchna por la
presencia de alfa-tocoferol (vitamina E), sintetizado por los organismos fotosintéticos.
En Asplachna brightwelli, Asplachna sieboldi y Asplachna intermedia se precisa la
presencia de este compuesto en la dicta para la expresién de la sexualidad. El alfa—
tocoferol es efectivo a concentraciones muy bajas (0.2-0.4 pg por individuo en A.
sieboldi, Birky y Gilbert, 1972; 0.02 pg/hembra en 4. brightwelli, Gilbert, 1983c), y es
altamente especifico, de manera que los andlogos de su molécula carecen de actividad
inductora (Gilbert y Birky, 1971).

La sexualidad en estas especies estd estrechamente relacionada con un complejo
polimorfismo de origen no genético (Gilbert y Thompson, 1968; Gilbert, 1980a). La
expresion de este polimorfismo requiere alfa—tocoferol, y el tipo de reproduccién de una
hembra esta relacionado con el morfotipo que presenta. Asi, el efecto del alfa—tocoferol
sobre la sexualidad se encuentra modificado por la frecuencia de la distribucién de los
diferentes morfotipos, la cual a su vez estd controlada por el alfa-tocoferol y
probablemente por ¢l tamafio de la presa (Gilbert, 1973a, 1975a, 1977a y 1980a). Los
aspectos ecoldgicos y evolutivos del polimorfismo en Asplanchna han sido discutidos
por Gilbert (1973a,b, 1980a). Aunque el alfa-tocoferol es necesario para la produccién
de hembras micticas en estas especies de Asplanchna, existe un efecto modulador de la
respuesta por la densidad de poblacién (Birky, 1969; Gilbert, 1983c), lo cual sugiere que
este ultimo factor podria controlar la sexualidad en poblaciones naturales.

Los efectos de la calidad de la dieta en la respuesta mictica han sido también
puestos de manifiesto en algunas especies del género Brachionus. Aunque se ha
observado una ausencia de efecto del alfa-tocoferol sobre la mixis en Brachionus
calyciflorus (Gilbert y Litton, 1975), asi como una falta de relacidn entre polimorfismo y
sexualidad (Gilbert, 1977c), las tasas de mixis pueden verse alteradas por la especie
algal utilizada como alimento de los rotiferos (Pourriot, 1957; Pourriot y Rougier, 1979).
Pourriot y Rougier mostraron que el tipo de alga utilizada para la alimentacién de
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Brachionus plicatilis podia influir en la produccion de hembras micticas. Estos autores
observaron que las tasas de mixis eran mayores en los rotiferos alimentados con una
dieta de Nanochloris que con una de Dunaliella. Ademas, los efectos del agrupamiento
(implicados como posible efecto para la mixis en B. plicatilis, tal y como se ha indicado
antes) aparecieron en aquellos grupos alimentados con Dunaliella, pero no se detectaron
en aquellos con una dieta de Nanochloris. Un efecto similar del tipo de alga utilizado
como alimentacion sobre la tasa de mixis ha sido observado en B. calyciflorus (Gilbert,
1980b) y en Brachionus rubens (Pourriot et al., 1986a). El tipo de alimento algal
influencia netamente las tasas de mixis independientemente de su accién sobre la
fecundidad.

Lubzens et al. (1980) observaron una menor produccién de huevos durables en B.
plicatilis alimentado con Platymonas y Phaeodactylum en comparacién con la
produccién obtenida bajo una dieta de Chlorella stigmatopora. No obstante, en este caso
el disefno experimental no permite distinguir si tal reduccion en la produccién de huevos
durables se debe a una disminucién en la tasa de mixis 0 a una disminucién de la
fecundidad de las hembras fertilizadas.

Otro aspecto cualitativo de la dieta relacionado con la expresion de la
reproduccién sexual en B. plicatilis es la edad del cultivo de algas utilizado como
alimento de los rotiferos (Lubzens y Minkoff, 1988), es decir de los cambios en la
calidad nutricional relacionados con la edad de los organismos fitoplanctonicos
utilizados como alimento. Este factor parece determinar el patrén de aparicion de
descendientes micticas a lo largo de la puesta de las hembras (para una descripcion
detallada de los diferentes patrones observados en relacion con los distintos tratamientos
alimentarios ensayados, véase mas adelante, epigrafe "Edad de las hembras"). Lubzens
y Minkoff (1988) propusicron para explicar sus resultados, o bicn la existencia de un
factor especifico, semejante al alfa—tocoferol, en las algas en fasc de crecimiento
exponencial, o bien ¢l valor nutricional de la dicta por si mismo como factor inductor de
la mixis. Asi, los cambios que se producen en las caracteristicas nutricionales de las
algas durante el transito de la fase de crecimiento exponencial a la fase estacionaria
tardia determinarian el patrén de aparicion de descendientes micticas. La mixis
apareceria cuando las algas suministradas como alimento fueran jévenes ¢n su mayoria
y resultaria suprimida como consecuencia del envejecimiento del cultivo. Un trabajo
relativamente reciente (Ben-Amotz y Fishler, 1982) mostré también que la
manipulacion de las condiciones de crecimiento de las algas empleadas como alimento
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de B. plicatilis puede dar lugar a la aparicién de reproduccién sexual en condiciones
donde la reproduccién es exclusivamente asexual.

Snell y Bieberich (en prensa) compararon la respuesta mictica y la produccion de
huevos durables en B. plicatilis cultivado con Chlorella, el alga cianoficea Schizothrix,
levaduras, y combinaciones de estos tres tipos de alimento. La mayor produccion de
hembras micticas se observé con una dieta que combinaba los dos tipos de algas,
mientras que la mayor y mds consistente cantidad de huevos durables se produjo cuando
se incluyé. la levadura en la dieta, ya como dnica fuente de alimento 0 en combinacion
~ con las ‘alg‘as‘. Los resultados de este estudio muestran que‘la' pfoduécién'dé hembras
micticas y la produccién de huevos durables podrian tener requerimientos nutricionales
distintos.

El efecto de los aspectos cuantitativos de la dieta ha sido estudiado por Lubzens
(1981), quien examiné la produccién de huevos durables en cultivos con seis niveles |
diferentes de alimento (0.1, 0.5, 1, 2, 4, y 8x106 células/ml) usando Chlorella
stigmatophora en medios con agua de mar al 25%, 50%, 75%, y 100%. La tasa
intrinseca de crecimiento de la poblacién (r) fue muy baja a las dos salinidades mas
altas y por lo tanto el nimero de machos fue también bajo, no observdndose huevos
durables a estas salinidades. En los medios con 25 v 50% de agua de mar se observaron
valores altos de r, excepto para el menor nivel de alimento. La méxima produccién de
huevos durables ocurri6 al nivel de alimento medio utilizado. Hay que hacer constar sin
embargo, que los niveles de alimento experimentados fueron todos cllos muy altos.

Snell y Boyer (1988) determinaron el nivel umbral de alimento necesario para la
produccién de hembras micticas. En su trabajo, que ilustra como diferentes valores en la
concentracion de alimento afectan a la produccion de hembras amicticas y micticas,
estos autores ensayaron S niveles de alimento (en un rango de 5x103 a 106 células/ml de
Dunaliella). La produccién de hembras micticas al igual que la dc las amicticas aument6
linealmente con la concentracion de alimento a partir de un valor umbral. El valor
umbral para la produccién dec hembras micticas fue de 15.3x103 células/ml,
aproximadamente 10 veces superior al necesario para la produccién de hembras

amicticas.

Temperatura. Beauchamp (1935) observé una menor frecuencia de reproduccién
sexual en el rotifero de agua dulce Asplanchna girodi a temperaturas extremas o bajos
niveles de alimento. En la cepa de Brachionus plicatilis estudiada por Hino e Hirano

(1984) utilizando un diseio experimental que independizaba de forma muy estricta el
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efecto de la temperatura del de la densidad de poblacion, la tasa de produccion de
hembras micticas disminuy6 fuertemente a altas temperaturas (37°C). Esta reduccién de
los niveles de reproduccién sexual es consistente con los resultados de Snell (1986).
Este autor utiliz6 el nimero de machos como indicador del nivel de reproduccién
sexual. No obstante, hay que sefialar que una reduccién en el nimero de machos no
indica necesariamente una menor produccion de hembras micticas sino que puede
deberse a una menor fecundidad de las hembras micticas 0 a una menor supervivencia
de este tipo de hembras o de los machos para determinados valores de los factores
estudiados (véase la figura 7.3). En el citado estudio de Snell no se detectd un efecto
diferente de la temperatura elevada sobre 1a duracién media de la vida de las hembras
micticas con respecto a la de las hembras amicticas, pero si sobre la fecundidad. La
disminucién de la fecundidad de las hembras micticas observada a altas temperaturas
contribuiria fuertemente en la reduccién en el nimero de machos que se detecta en tales
condiciones extremas de temperatura. Ademas, la supervivencia de los machos no fue
evaluada, y también podria influir en los resultados obtenidos. Por lo tanto, el efecto real
de las altas temperaturas sobre la produccién de hembras micticas no queda bien
determinado en este estudio.

En este mismo trabajo, Snell (1986) estudié también el efecto de las bajas
temperaturas sobre una cepa de Brachionus plicatilis. A bajas temperaturas (20°C) no
tuvo lugar la produccién de machos, lo que fue atribuido a una supresion de la
producciéon de hembras micticas, ya que en el efecto de estc cambio de temperatura,
tanto en la supervivencia como en la fertilidad, no hay diferencias entre las hembras
micticas v las amicticas. En cambio Hino ¢ Hirano (1984) observaron la mayor
produccién de hembras micticas a 15°C. Lamentablemente, estos autores no
investigaron cl efecto sobre la produccién de hembras micticas a temperaturas inferiores
a 15°C, ni tampoco indicaron ¢l efecto de las tcmpcfaturas énsayadas (15, 20, 25, v
30°C) sobre la reproduccion asexual: El distinto origen de las cepas empleadas por Hino
¢ Hirano (1984) y Snell (1986) podria explicar ¢l diferente comportamicento en cuanto a
los niveles de reproduccion sexual observados para la temperatura mas baja ensayada en
ambos estudios, asi como la mayor tolerancia a las altas temperaturas manifestada por la
ccpa empleada por Snell (1986).

En otras especies del género Brachionus se han realizado experiencias para
determinar el efecto de las bajas temperaturas sobre la reproduccién sexual, si bien con
un caracter distinto a las experiencias citadas anteriormente. Ruttner-Kolisko (1964)

mostré que en Brachionus rubens un stbito choque térmico frio (6°C durante 2 horas)
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inducia a un gran nimero de los ovocitos en crecimiento a desarrollarse dando lugar a
hembras micticas. Gilbert (1977d) realiz6 también algunos experimentos en los que
sometia a rotiferos de la especie Brachionus calyciflorus a este tipo de choque térmico.
Los resultados de este estudio no mostraron un efecto claro: s6lo en uno de los 5
experimentos llevados a cabo con esta especie se observé un efecto aparente del choque
frio. Aunque el conocimiento del mecanismo de accién del choque térmico ayudaria a
explicar el modo de accién de otros factores inductores, probablemente el efecto
detectado por Ruttner-Kalisko, (1964) es. irrelevante desde un punto de vista ecoldgico,
'ya que este tipo de cambios bruscos de temperatura no debe de ser experimentado de
forma habitual por las poblaciones de rotiferos naturales y de laboratorio, y
posiblemente comportan cambios fisiolégicos que usualmente no se encuentran
asociados con la produccién de hembras micticas en la naturaleza.

En Notommata copeus las tasas de mixis se encuentran afectadas negativamente
por el descenso de la temperatura (a 18°C la tasa de mixis es tres veces menor que a
28°C). Las temperaturas altas modifican la posicion del valor umbral del fotoperiodo
para la respuesta mictica, la cual aparece con menos horas de luz (Pourriot et al.,
1986b).

En rotiferos de la especie B. plicatilis, Hino e Hirano (1985) pusicron de
manifiesto la existencia de una relacién entre (1) la temperatura a la cual se habian
formado los huevos durables y (2) el patrén de reproduccion sexual que en relacién con
la temperatura presentaba la cepa derivada de tales huevos. Entre las cepas derivadas de
huevos durables producidos a altas temperaturas (mayores de 25°C en este estudio) la
tasa de aparicién de hembras micticas no se ve afectada por la temperatura del medio de
cultivo. Sin embargo, entre aquellas derivadas de huevos originados a baja temperatura
(por debajo de 25°C) la tasa de mixis aumenta cuando disminuye la temperatura en cl

rango de temperaturas inferiores a 25°C, y no se ve afectada por las superiores a 25°C.

Salinidad. En el rotifero eurihalino Brachionus plicatilis Lubzens et al. (1980)
encontraron que la cepa que estudiaban cultivada en agua de mar (38 g/l de salinidad;
30°C) se reproducia asexualmente incluso en condiciones de alta densidad de poblacién
(densidades de poblacién superiores a 40 hembras/ml). La induccién de la produccién de
hembras micticas se produjo reduciendo la concentracién en agua de mar del medio de
cultivo (Lubzens et al. 1980; Lubzens, 1981). Se desconoce el mecanismo por el cual el
cambio de la salinidad del medio de cultivo ejerce esta influencia. De acuerdo con

Pourriot y Snell (1983), es posible que las salinidades elevadas inhiban la mixis, y una
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vez que este bloqueo se elimina mediante la transferencia de los rotiferos a salinidades
mas bajas, la mixis aparezca, pero como respuesta a otros estimulos ambientales.

En un trabajo posterior, Lubzens et al. (1985) exploraron el rango de salinidades a
las que se produce la respuesta sexual a la salinidad y su relacién con la reproduccion
asexual. A salinidades extremas (2 y 30 g/l de -salinidad) se registraron bajas
proporciones de hembras micticas, y se detectaron los mayores niveles de mixis a
salinidades intermedias (entre 4 y 20 g/l). Los resultados indican una relacién entre las
tasas exponenciales de reproduccién asexual y la mixis que sugiere que las condiciones
de salinidad que conducen a una tasa Optima de reproduccidn asexual facilitan también
la reproduccién sexual. Snell (1986), en un estudio del efecto de diferentes factores
~ ambientales sobre la reproduccién de las hembras micticas y amicticas, observ6 también
una menor produccién de machos a salinidades extremas. No obstante, aunque la
produccién de machos es una medida del nivel de reproducion sexual, tal y como se ha
indicado para la temperatura una reduccién en el nimero de machos puede explicarse
por una menor produccién de hembras micticas, una menor fecundidad de las hembras
micticas, o una disminucion en la supervivencia de estas hembras o de los machos en
estas condiciones de salinidad extremas. La eleccién de una de estas tres causas debe
efectuarse mediante contraste experimental. Sin embargo, en los resultados descritos por
Snell (1986) no se presentan datos del posible efecto que pudiera tener el rango de
salinidades ensayadas sobre la supervivencia y la fecundidad de las hembras micticas.

Los resultados de Hino e Hirano (1988) corroboran los de Lubzens et al. (1985) y
son consistentes con la interpretacion de los resultados de Snell (1986) como un efecto
de la salinidad sobre la tasa de produccién de hembras micticas, ya que encontraron un
aumento de la tasa dec produccién de hembras micticas a salinidades intermedias (4 a 16
g/1), asi como un crecimiento de la poblacién mas rapido. En estec mismo estudio, cstos
autores ademas observan quc la respucsta mictica a la salinidad dc las cepas derivadas
de huevos durables depende de las condiciones de salinidad en las que se cultivé la cepa
parental. Las cepas originadas a partir de hucvos durables que se formaron en cultivos
con una salinidad del 4 g/l presentan tasas de mixis que varian notablemente en funcién
de la salinidad del cultivo, siendo mayores a salinidades bajas. Contrariamente las cepas
procedentes de huevos durables originados a 16 g/l de salinidad muestran una respuesta
mictica independiente de la salinidad del medio de cultivo. La tasa de mixis cambia en
relacion con los factores ambientales, pero el patrén de cambio que presenta una cepa
dada depende de las condiciones en que se formé su huevo durable fundador.
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Recientemente, Pozuelo y Lubian (en prensa) han confirmado el efecto negativo

de las altas salinidades sobre la reproduccién sexual.

Edad de las hembras. En una serie de trabajos (Pourriot y Rougier, 1976; Rougier
y Pourriot, 1977; Clément et al., 1977, Rougier et al., 1977) se puso de manifiesto que la
edad de las hembras estaba inversamente correlacionada con la proporcion de hijas
micticas producidas en las especies.Brachionus calyciflorus y Brachionus rubens. Al
.menos un 80% de los. huevos producidos por las hembras durante los primeros dias de
puésfa se desarrollaban dando 'lu'gar' a hembras micticas. Este porécntajc disminuia
regularmente conforme aumentaba la edad de la hembra madre. No obstante, este patron
de disminucién regular de la tasa de mixis con la edad de la madre parece presentar
variaciones en B. calyciflorus en funcién de la temperatura (Pourriot y Rougier, 1986).
La renovacién diaria del medio no implicaba la desaparicion del efecto de la edad
materna sobre la mixis y por lo tanto éste debia implicar modificaciones internas del
organismo relacionadas con el envejecimiento. La influencia del envejecimiento sobre el
control de la reproduccién sexual en B. calyciflorus fue adicionalmente puesta de
manifiesto en el mismo trabajo al detectar un efecto negativo de la edad de las hembras
preparentales (abuelas) sobre la proporcién de hembras micticas producidas por las
madres. Este efecto desaparecia con la renovacion diaria del medio lo cual parcce
indicar que podria estar mediado por la secrecion o excrecion de sustancias por parte de
los rotiferos.

Clément y Pourriot (1977, 1979, 1980) observaron cfectos similarcs de la edad de
las hembras preparentales en Notommata copeus, si bien este efecto parece tener una
naturaleza distinta al observado en ¢l género Brachionus. En Notommata copeus estos
autores detectaron también una variacién en la produccién de hembras micticas a lo
largo del pariodo reproductivo pero dicho patrén no parecc estar relacionado con la edad
de l1a madre (Clément y Pourriot, 19763).

Los experimentos llevados a cabo en Brachionus plicatilis (Lubzens y Minkoff,
1988) pusieron de manifiesto una seric de patrones de aparicién de descendencia mictica
en relacion con la edad de las madres que difieren del descrito para B. rubens y B.
calyciflorus (véase inmediatamente mds arriba). Estos autores realizaron un seguimiento
de la secuencia de aparicién de hembras micticas en la progenie de individuos que
fueron sometidos a varios tratamientos complejos, diferentes en cuanto a la edad del
cultivo algal. En todos los casos los neonatos producidos en primer lugar fueron
hembras amicticas, y se encontré variabilidad en los patrones de aparicién de hembras
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micticas entre los neonatos nacidos posteriormente. En el patrén mds frecuente,
denominado tipo A por los autores, la probabilidad de que una hembra recién nacida sea
mictica aumenta hacia la mitad de la fase reproductiva de sus progenitoras para sufrir
después un leve descenso. En el segundo patrén, tipo B, la probabilidad de que una
neonata sea mictica es constante durante el periodo reproductivo de las madres, a
excepcién de las neonatas nacidas inicialmente que son invariablemente amicticas. Por
iltimo, en el tipo C, la produccién de hembras micticas es maxima al final del periodo
reproductivo de las madres. Los tres patrones, que segin la interpretacion dada por
Lubzens y Minkoff (1988) vendrian determinados por cambios en la calidad de la dicta
(véase mas arriba, epigrafe "Dieta"), difieren de los observados en B. rubens y B.
calyciflorus, donde las tasas de ®mixis mas elevadas se observaron al inicio del periodo
reproductivo. Lubzens y Minkoff (1988) atribuyen estas diferencias a la especificidad de
los patrones segin las especies 0 a la metodologia empleada en las diferentes
experiencias. Hino e Hirano (1976) observaron también una cierta tendencia a la

aparicién tardia de las hembras micticas en la descendencia de B. plicatilis.

Cepa. Las diferentes lineas, clones o variedades de una misma especie pueden
responder bastante diferentemente a los factores ambientales en relacién con la
expresion de su sexualidad. Algunas de las discrepancias que aparecen en la bibliografia
pueden ser debidas a tales diferencias. Se ha observado una considerable variabilidad
intracspecifica en la respuesta mictica de Brachionus calyciflorus (Gilbert, 1963b),
Trichocerca rattus (Pourriot, 1965b), Notommata copeus (Clément y Pourriot, 1976b) v
Asplachna sieboldi (Birky, 1969; Gilbert, 19752, b). Estas observaciones sugicren que la
produccidn de hembras micticas se encuentra en parte bajo control genético, y contindan
acumuldndose nuecvas evidencias que apoyan csta idea. Pourriot y Clément (1977)
compararon la respuesta mictica de tres clones de Notommata copeus a diferentes
densidades de poblacién, agrupamiento, y edades de las hembras preparentales. Aunque
se observé uniformidad en el tipo de respuesta cntre los diferentes clones, la magnitud
de la misma fue diferente. La existencia de diferencias entre la respuesta mictica de
diferentes clones de B. calyciflorus, y su posible decterminacién genética fue
documentada también por Buchner (1977).

Hino e Hirano (1977) examinaron 20 cepas, cada una de ellas derivada de un
huevo durable, procedentes todos ellos de un mismo cultivo de B. plicatilis. Se observé
una gran variabilidad en cuanto a su tendencia para experimentar mixis: en algunas

cepas no aparecen hembras micticas hasta transcurridas 25 generaciones, mientras que
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en otras aparecen hembras micticas en cada generacién. Un estudio similar de Lubzens
(1989), en el que se evalda la capacidad mictica de diferentes clones originados a partir
de huevos durables de un clon de laboratorio de B. plicatilis, muestra que entre las cepas
derivadas existe una gran variabilidad en cuanto a los niveles de mixis y capacidades
para producir huevos durables. Algunas de estas cepas tnicamente se reproducen
asexualmente, otras presentan un bajo nivel de mixis y no producen huevos durables,
por tltimo existen otras que presentan las caracteristicas de la cepa originaria, con un
alto nivel de. mixis y produccidn de. huevos durables. .

o ‘Uhaiirr‘lp(')rt‘ant'c variabilidad intercepa ha sido también observada en B. plicatilis
por Snell y Bieberich (en prensa). La comparacién entre cepas realizada en un ambiente
controlado reveld una diferencia de hasta el doble de magnitud en la intensidad de la
respuesta. Snell y Hoff (1985) y Pozuelo y Lubian (en prensa), detectaron una escasa
variabilidad entre cepas en relacién con la tasa de reproduccién asexual, pero una gran
variabilidad en la de reproduccién sexual, que atribuyen a la existencia de variabilidad

genética en cuanto a la capacidad para experimentar la mixis.
7.3. INCIDENCIA DE LA REPRODUCCION SEXUAL EN POBLACIONES NATURALES

Existen muy pocos estudios en los que se haya realizado un seguimiento de la incidencia
de la reproduccién sexual en poblaciones naturales (Wesenberg—Lund, 1930; Carlin,
1943; Nauwerck, 1963; Amren, 1964), y de ellos s6lo algunos han proporcionado datos
cuantitativos sobre la reproduccion sexual observada. El volumen de informacién mas
importante de que se dispone hace referencia a los rotiferos planctonicos de grandes
lagos (Carlin, 1943; Nauwerck, 1963). Carlin (1943) determindé las densidades
poblacionales de muchas especies de rotiferos realizando observaciones muy frecuentes
durante largos periodos de tiempo. Sus datos no implican una cuantificacidn de los
niveles de reproduccion sexual sino que Unicamente registran los momentos en que se
observaron machos. En algunos géneros y cspecies no se detectaron periodos de
sexualidad o éstos eran muy infrecuentes, ademads, este autor encontrd una variabilidad
interanual en la aparicién de las fases sexuales dentro de cada una de las especies
estudiadas. No obstante, y de acuerdo con King (1980), se pueden establecer tres
patrones a partir de los estudios de Carlin. Los individuos de algunas especies tales
como Notholca caudata tienden a reproducirse sexualmente durante la fase de
crecimiento de la poblacidn, es decir durante la primera parte del ciclo de la poblacién.
Este tipo de especies es relativamente poco frecuente. Una gran proporcion de especies



sigue el patron de Keratella quadrata, Polyarthra dolichoptera y Polyarthra major, e
inician su reproduccién sexual ligeramente antes o durante el periodo en que la
poblacién alcanza su tamano méximo. Por dltimo, la reproduccion sexual en algunas
especies tales como Polyarthra vulgaris tiene lugar al final del ciclo de crecimiento de
la poblacién. El patrén mas generalizado, en el que el momento de la reproduccion
sexual coincide con el maximo de la poblacién fue puesto de manifiesto por los estudios
de Wesenberg—Lund (1930) y Nauwerck (1963). Lo mismo fue corroborado por los
meticulosos estudios de Amren (1964) sobre la abundancia de K quadrata y P.
dolichoptera en una serie de lagunas, en los que se efectuaron recuentos del nimero de
hembras micticas observadas en relacién con el total de hembras. Estos iltimos
muestran que los individuos de ambas especies inician la reproduccién sexual de forma
ligeramente anticipada o al mismo tiempo que la poblacién alcanza su tamafio mdximo.
Del mismo modo, Bogoslavsky (1963) encontrd que la aparicién de reproduccién sexual
en Brachionus calyciflorus en dos lagunas diferentes se encontraba asociada con el
maximo de la poblacién y que variaba considerablemente de un afio a otro, llegando a
no tener lugar durante los anos en los que las densidades poblacionales eran muy bajas.
Asi, el patron general observado en la mavoria de las especies, segin el cual la
sexualidad coincide con los mdximos de poblacidn, indica una relacién de la produccion
de hembras micticas con la densidad de poblacidn o con factorcs ambientales asociados
con la misma. En las especies en las que la scxualidad no esta relacionada con la
densidad de poblacién, aquella usualmente ocurre solamente en un momento
dcterminado del ano, lo cual sugierc un control por la temperatura o cl fotoperiodo
(Gilbert, 1974). En aquellas especies en las que la reproduccion sexual tiene lugar al
final dcl ciclo de la poblacidn, durantc la fase dc disminucion poblacional tras su
maximo, cl cstimulo para la mixis podria cstar rclacionado con factores fisicos
asociados con ¢l deterioro del habitat (King, 1980). Sin embargo cn los cstudios con
poblaciones naturales resulta muy dificil determinar los factores naturales que
cfectivamente controlan el inicio y el grado de la reproduccion scxual. Halbach vy
Halbach-Kecup (1972), por ejemplo, no pudicron identificar los factorcs ambientales o
los pardmetros de la poblacion que podian haber tenido una influencia directa en la tasa
de produccién de hembras micticas en tres especies del género Brachionus, a pesar de la
minuciosidad de su estudio. Estos investigadores midieron cada tres dias durante el
verano de 1967 todas aquellas variables que, segiin consideraron, podian ser importantes
en el control de la sexualidad. La elucidacién de cstos estimulos ambientales resulta

dificil debido a la homogeneidad morfolégica entre hembras micticas v amicticas, a los
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cortos tiempos de generacién de muchas especies, y a la dificultad para aislar los efectos
de las diferentes variables ambientales que pueden controlar la reproduccion sexual,
méxime cuando deben existir complejas interacciones entre ellas. El analisis de la
produccién de hembras micticas realizado por King y Snell (1980) en una poblacion
natural de Asplachna girodi supuso un exhaustivo seguimiento de la densidad
poblacional mediante frecuentes muestreos en los que el aislamiento y cultivo de las
hembras permitieron determinar de forma precisa su tipo reproductivo. Los datos de este
_estudio sugieren que la rcproducc16n sexual en esta espcc1c esta relacionada de forma .
directa o indirecta con la densidad de la poblac1on Los resultados del estudio realizado
por Johansson (1987) en una poblacion natural de Synchaeta indican que la induccion de
la reproduccién sexual tiene lugar durante la primera fase de crecimiento de la
poblacidn si las condiciones nutricionales son favorables. Los factores bidticos tales
" como la temperatura y la salinidad fueron descartados dada la baja variabilidad que
presentaron en los periodos de produccién de hembras micticas. En este caso la calidad

del alimento parece ser el factor asociado.

7.4. EL SIGNIFICADO DE LA MIXIS

El significado ecoldgico de la reproduccién sexual en los rotiferos se basa en la
adaptacién a ambientes cambiantes y su efecto sobre la dindmica poblacional. En primer
lugar, como productos de la reproduccion sexual, los huevos durables permiten a los
rotiferos escapar de ambientes adversos mediante la latencia. El significado de la
latencia como estrategia adaptativa ha sido discutido por varios autores (p.e., Cohen,
1968; Templetion y Levin, 1979; Elgmork, 1980; Johnson y Gaines, 1990).

Una segunda consideracion importante para esclarecer el significado de la mixis
es el origen sexual de los huevos durables. La reproduccién sexual, y la recombinacién
genética que ésta implica, contribuven a la variabilidad genotipica de la poblacién
promoviendo su adaptacién. La mayoria de estudios tedricos sobre el mantenimiento y
evolucion de la reproduccién sexual se centran en las ventajas asociadas con la
produccién de descendientes genéticamente diversos, diversidad que es la consecuencia
mas obvia de la reproduccion sexual (para una revisién de las diversas teorias y modelos
sobre la evolucion del sexo, véanse por ejemplo, Bell, 1982; Stearns, 1987; o también,
Williams y Mitton, 1973; Levin, 1975; Williams, 1975; Maynard Smith, 1978; Young,
1981; Bemstein et al., 1985; entre otros). No obstante, la necesidad de la recombinacién

en los rotiferos para generar variabilidad genética ha sido cuestionada (Ruttner—Kolisko,

125



1963, 1983; King, 1980). Debido a que los rotiferos tienen grandes tamaifos
poblacionales y tiempos de generacién cortos, King (1980) sugiri6 que en estos
organismos la mutacién debe de tener mayor importancia en la generacién de
variabilidad genética que la reproduccién sexual. Aunque este autor no negé que la’
recombinacién pudiera tener alguna funcién en la capacidad de adaptacién de los
rotiferos, sugirié que la razén primaria por la que el sexo existe en estos 0rganismos es
porque es la forma en la que los rotiferos generan sus huevos durables. Segin su
interpretacion, el caracter adaptativo de los huevos durables en cuanto a sus rasgos de
latencia y capacidad de colonizacién seria mucho mds importante desde un punto de
vista evolutivo que su contribucién a la variabilidad genética. Esta hipdtesis es
Unicamente aceptable suponiendo un costo pricticamente despreciable para la
reproduccién sexual o que la produccién de huevos durables por via asexual se
encuentra evolutivamente constreiida.

En tercer lugar, una consecuencia ecoldgica de la reproduccion sexual es la merma
del crecimiento poblacional, pudiéndose llegar a su supresién. El periodo innato de
latencia que presentan los huevos durables (Gilbert, 1974; Pourriot y Snell, 1983)
elimina a las hembras de la poblacién. La latencia alarga el tiempo de generacion
retrasando de forma notable la contribucién reproductiva de las hembras al crecimiento
de la poblacién. Como consecuencia, las poblaciones que se reproducen exclusivamente
de forma asexual tienen tasas de crecimiento mayores que las que ademds sc reproducen
sexualmente (Birky y Gilbert, 1971; Gilbert, 1983c; Snell, 1987). Esta relacidn cntre
rcproduccidén sexual y crecimiento poblacional ha sido ampliamente cxplorada por Snell
(1987) mediante simulacién por ordenador utilizando un modelo tedrico.

La comprension del significado dc la mixis en los rotiferos desdc una perspectiva
ecoldgica y evolutiva viene condicionada por un conocimiento profundo del momento en
que se produce la reproduccidn scxual dentro de los ciclos vitales, asi como de las
seiales ambientales utilizadas para el inicio de la misma. Esto ha motivado la
realizaciéon de un gran ndmero de ecstudios dirigidos a identificar los cstimulos
dcterminantes de la fase sexual del ciclo vital en varias poblaciones de rotiferos. Tales
estudios, objeto de la revision realizada en los dos apartados anteriores, han aportado un
gran volumen de datos con algunos descubrimientos notables. Sin embargo, es dificil
establecer una generalizacidn inequivoca a partir de los resultados de todos los
experimentos realizados, puesto que la sexualidad resulta estimulada por diferentes

tratamientos en diferentes rotiferos. Ademas, la existencia de interacciones entre los
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factores externos que tienen influencia sobre la mixis aflade complejidad en la deteccion
de las senales que determinan su induccién, tal y como se ha indicado previamente.

Por ello, no es de extrafiar que los intentos de ofrecer una vision global acerca del
significado adaptativo de la mixis se orienten a identificar varios patrones en relacién
con el momento de la induccién y de los factores inductores, para asociarlos a
continuacién con diferentes consecuencias evolutivas 0 con los contextos ecoldgicos en
los que las poblaciones han evolucionado.

.Asi, una primera relacién. entre pauta y  procesos. hace referencia a las
consecuencias evolutivas del momento de la dindmica pobl'aciorialb en el que se induce la
mixis. King (1980), examinando los datos referentes al momento en el que se produce la
reproduccién sexual en los ciclos vitales y el efecto que tiene la sexualidad sobre la
estructura de las poblaciones zooplancténicas, establecid una comparacion de las
consecuencias que tendria la reproduccion sexual segin se produjera en la fase
temprana, media o tardia del ciclo de crecimiento de las poblaciones de rotiferos
citando algunos ejemplos de poblaciones naturales (véase el apartado 7.3). De acuerdo
con su argumentacion la reproduccién sexual en la mitad y parte final del ciclo
probablemente supondria practicamente una endogamia ya que la intensa seleccion
asociada con la sucesi6én de generaciones partenogenéticas habria reducido ya la
variabilidad a un nivel muy bajo en ese momento. Contrariamente, la mixis al principio
del ciclo de crecimiento generaria mas variabilidad debido a que la recombinacion
tendria lugar antes de que la seleccion hubiera eliminado muchos de los tipos clonales
generados por la recicnte eclosién de los hucvos durables. Esta argumentacién pone de
manificsto quc ¢l momento del ciclo en que tiene lugar la reproduccion sexual es crucial
en la detcrminacion de sus efectos genéticos.

Una scgunda bisqueda de relaciones entre patrones y procesos ha intentado
establecer un vinculo entre la naturaleza del efecto inductor de la mixis y el contexto
ecoldégico de las distintas poblaciones de rotiferos. El estimulo mas generalmente
relacionado con la induccidn de la mixis en los rotiferos es la densidad poblacional. Asi,
los factores relacionados con este pardmetro estan implicados en los tres géneros de
rotiferos que principalmente se han discutido en el apartado 7.2, pero sélo constituyen el
estimulo inductor de mayor importancia en el género Brachionus. En Notommata y
Asplanchna pueden modular o modificar de forma significativa los efectos de otros
factores bidticos (alfa—-tocoferol, y por tanto, biomasa de algas verdes en Asplanchna) o
abidticos (fotoperiodo en Notommata), pero al menos en algunas especies de
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Asplanchna, la densidad de poblacién no puede por si misma inducir la produccién de
hembras micticas.

Gilbert (1974, 1980b) ha tratado de explicar porqué ciertas especies utilizan una
determinada sefial para la mixis (p.e., el alfa tocoferol en Asplanchna) mientras que
otras especies utilizan sefiales totalmente diferentes (p.c., fotoperiodo en Notommatay).
Segiin este autor cada uno de los mecanismos de control debe tener ciertas ventajas; es
decir, deben de existir razones bioldgicas que justifiquen la respuesta a un determinado
estimulo. Gilbert propone una hipétesis segin la cual el tipo de factor inductor de la
produccién de hembras micticas estaria relacionado con la dindmica de la poblacién.
Asi, los rotiferos cuyas poblaciones tienen densidades estables 0 con variaciones
predecibles a lo largo del afo, tendrian sefiales para la mixis relacionadas con un
parametro ambiental fiable, tal y como el fotoperiodo. El fotoperiodo proporciona una
sefal estacional segura y consistente que (nicamente resulta apropiada para especies
con densidades poblacionales relativamente estables a lo largo del tiempo. Por contra,
las especies que aparecen imregularmente 0 que presentan normalmente densidades
demasiado bajas para que la reproduccién sexual pueda prosperar, utilizarian como
sciiales para la mixis factores relacionados con su propia poblacién, tales como la
densidad o la calidad v cantidad de la dieta. Asi, desde la perspectiva de Gilbert, el tipo
de senal utilizada para la mixis por una poblacion esta relacionado con la predictibilidad
del ambientc que ocupa. La respuesta mictica a un cstimulo particular habria
cvolucionado de acuerdo con la ecologia de la especie, concretamente cn relacién con el
patrén de abundancia que la especie cn cuestion presentasc.

Un tercer argumento interpretativo de los patrones de mixis busca una relacion
cntre los periodos de mixis y las condiciones ccoldgicas, favorables o desfavorables, del
medio. Dada la capacidad de los huevos durables para la dispersion cn ¢l espacio y cn cl
ticmpo permitiendo ¢l escape de condiciones desfavorables, muchos de los trabajos
cmpiricos que sc han considerado en el apartado 7.2 cstan orientados al estudio del
cfecto de los cambios en las condiciones sobre la induccién de la reproduccion sexual.
Algunos autores han interpretado este efecto como una respuesta al deterioro del habitat
(Lechner, 1966; Ruttner-Kolisko, 1974; Thanc, 1974). Esta idca es coherente con varias
hipétesis y modelos acerca del valor adaptativo de la recombinacién que establecen que
la reproduccion sexual es ventajosa en ambientes saturados v/o impredecibles por su
heterogeneidad espacial o temporal (Ghiselin, 1974; Williams, 1975; Maynard Smith,
1978). Estas hipétesis implican que la sexualidad en los ciclos de vida heterogdnicos

podria ocurrir en momentos de minima heredabilidad de la eficacia bioldgica (véase,
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p-¢., Williams, 1975; Bell, 1982), es decir en periodos de cambio ambiental. La mixis se
produciria cuando el ambiente futuro es impredecible, y por lo tanto existe una mayor
probabilidad de que algunos de los nuevos genotipos tengan mayor eficacia. Esta
relacién entre sexo y fluctuacién ambiental tiene un buen apoyo en los rotiferos
monogonontes, ya que los huevos de origen sexual son huevos latentes que eclosionan
bajo condiciones ambientales impredecibles. Si es ventajoso que la reproduccién sexual
tenga lugar de forma anticipada a un cambio ambiental, sera adaptativo que dicha
.reproduccidn resulte estimulada por cambios bruscos en las condiciones de cultivo o por
* condiciones de-cﬁlti-vo-que sefialen la inminencia de un futuro cambio.

Sin embargo, segiin algunos autores (Gilbert, 1980b; Pourriot y Snell, 1983) el
momento de la reproduccién sexual en los rotiferos resulta mejor explicado como la
consecuencia de una seleccién a favor de que la reproduccion sexual sea desencadenada
por condiciones que son favorables para la produccién de huevos durables. Por lo tanto
las senales o estimulos que inician la reproduccién sexual deberdn ser indicativos de
tales condiciones (Pourriot y Snell, 1983). Los dos rasgos principales de un ambiente
adecuado para la produccién de huevos durables fueron identificados por Gilbert
(1980b). En primer lugar, la densidad de poblacién debe ser lo suficientemente alta
como para asegurar la fertilizacion. El encuentro entre macho y hembra es un suceso
aleatorio cuya probabilidad aumenta con la densidad de poblacion (Gilbert, 1974,
1980b). Posteriormente, Sncll y Garman (1986) estudiaron mediante ¢l desarrollo de un
modelo tedrico la relacion entre densidad de poblacién y expectativa de descendencia
sexual en los rotiferos. En segundo lugar, deben existir recursos nutricionales adecuados
que permitan a las hembras producir huevos durables ricos cn reservas encrgéticas. Esta
hip6tesis, que relaciona el momento de la mixis con periodos de gran disponibilidad de
recursos, sc¢ encucntra de acuerdo con los cstudios de Lubzens er al. (1985) y Snell
(1986), los cualecs ponen de manifiesto que la reproduccion sexual prescnta mas

constriccionces que la reproduccidn partenogenética.

7.5. DESARROLLO DE UN MODELO TEORICO

Consideraciones previas

En el apartado anterior se ha ofrecido una visién de las diferentes aproximaciones y

criterios utilizados en la interpretacion del significado adaptativo del momento de la

mixis en los rotiferos, y de los posibles estimulos implicados en su induccién.



Aunque en ocasiones se ha establecido una contraposicién entre tales
aproximaciones y criterios (Pourriot y Snell, 1983; Lubzens et al., 1985), éstos no son
necesariamente excluyentes, por lo que se consideré interesante la integracion de todos
ellos en un dnico modelo tedrico de naturaleza cuantitativa que predijera la estrategia
Optima para el momento de la reproduccion sexual en rotiferos monogonontes con una
cierta ecologia. Asi, se desarroll6 un modelo que tiene en cuenta una seric de
consideraciones y constricciones para describir la dindmica de poblaciones de rotiferos
que ocupan habitats variables en el tiempo (véase maés arriba y también la descripcién
del modelo). En este contexto ecoldgico la importancia de los factores externos, tales
como las fluctuaciones del medio, resulta preponderante con respecto a aquellos
procesos internos que pudieran explicar el momento 6ptimo de la mixis a través de
aquella cadencia de generaciones asexuales y sexuales que mantiene un grado adecuado
de variabilidad genética con el minimo de costo (hipétesis del balance; Williams y
Mitton, 1973; Williams, 1975). En efecto, sicmpre bajo el supuesto de la necesidad de
mantener en una linea de descendencia cierto nivel de variabilidad genética por
recombinacion, la variabilidad temporal podria modificar la cadencia predicha por la
hipétesis del balance, ya que seria ventajoso el que la descendencia sexual apareciera en
un habitat con condiciones algo distintas a las del habitat parental, 0 en términos maés
técnicos en momentos de minima heredabilidad de la cficacia entre habitats (Williams,
1975; Bell, 1982)

El modelo se ha utilizado para comparar mediante simulacién por ordenador
diferentes cstratcgias en cuanto al momento de induccién de la mixis y la tasa de
produccion de hembras micticas.

Estc modclo, que sc describe a continuacion, fuc implementado en BASIC para su

simulacion en un IBM-PS2 por M. Scrra.

Modelo

Las caracteristicas rcproductivas del ciclo de vida heterogénico de los rotiferos
monogonontes sc¢ han descrito dctalladamente de forma previa bajo el cpigrafe
"Reproduccion” del apartado 2.1 del presente trabajo.

A partir de una inspeccion del ciclo vital de los rotiferos pueden considerarse al

menos seis variables de estado para describir la dindmica de una poblacién de rotiferos:
nimero de hembras amicticas (F,), nimero de hembras micticas susceptibles de
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fertilizacién (Fy), nimero de hembras micticas productoras dc huevos durables (F)),
nimero de machos (M) y nimero de huevos durables (E).

Cuando se induce la reproduccién sexual en una poblacion, al menos parte de las
hembras descendientes de las hembras amicticas son hembras micticas. La aparicion de
este tipo de hembras tiene consecuencias importantes para la dindmica de la poblacion
ya que las hembras micticas producen machos o huevos durables que debido al periodo
de latencia no contribuyen al crecimiento de la poblacién. Por lo tanto, en este sistema
‘el dnico circuito de realimentacién positiva s el existente entre dos hembras amicticas
directamente, 0 a través de un huevo durable, y es en este tipo de hembra en el qué se
basa el crecimiento en curso de la poblacién. Por contra, la supervivencia de un
genotipo depende de la produccién de huevos durables ya que constituyen el principal
estado de dispersion del ciclo vital. Por lo tanto, los huevos partenogenéticos y sexuales
tienen funciones ecoldgicas distintas en el ciclo vital de estos organismos.

La densidad de poblacién es un factor critico en la produccion de huevos durables
debido a que las bajas densidades hacen improbable el encuentro entre macho y hembra,
y a que a altas densidades se puede producir un mayor nimero de hembras micticas,
puesto que dichas densidades implican mayores nimeros de hembras amicticas que,
como se ha indicado, son la fuente de hembras micticas. Sin embargo, la mixis, que se
inicia con la produccién de hembras micticas a partir de las hembras amicticas,
disminuye la tasa dec crecimiento poblacional v por lo tanto afecta a la densidad de la
poblacién. Consccuentemente, existe un complejo compromiso entre el crecimiento de
la poblacién y la produccién de hucvos durables. Ademds, deben considerarse otros
factores para comprender las constricciones que afectan a la reproduccién sexual; por
cjemplo, la reproduccion sexual necesita recursos y condiciones ambicntales adecuadas
que permitan la supervivencia de las hembras amicticas y de los machos, asi como la
asignacidn de recursos a la produccion de huevos durables.

El modelo desarrollado y que se describe a continuacién (tabla 7.2) considera
todos estos compromisos y constricciones para cvaluar qué estrategia entre otras
alternativas podria dar lugar a un mayor nimero de hucvos durables, el cual se considera
una medida de la eficacia y objeto de optimizacién. El modelo se centra en la dinamica
de poblaciones de rotiferos que ocupan habitats temporales. Se supone que la tasa
instantanea potencial de nacimiento [b(t)] es dependiente del tiempo considerandose asi
los factores ambientales variables que afectan a cualquier tipo de reproduccién. Por lo
tanto, b(t) aparece en las ecuaciones que describen el crecimiento de las hembras

amicticas, de las hembras micticas susceptibles de fertilizacion (i.e., s6lo las recién
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nacidas), de los machos y de los huevos durables. La tasa de mixis (m(t), definida como
la proporcién de huevos mitéticos que se desarrollan dando lugar a hembras micticas)
también se considera dependiente del tiempo. Consecuentemente, b(t)[1-m(t)] y b(t)m(t)
son rcspccti\}amentc las tasas de reclutamiento de hembras amicticas y de hembras
micticas a partir de las hembras amicticas. Los valores de m(t) constituyen la estrategia
de mixis y se consideran bajo control interno desde el punto de vista evolutivo.

La desaparicién de hembras amicticas se debe a la muerte, que queda descrita por
g, mientras que la de las hembras micticas fertilizables puede deberse a uno de los tres
procesos siguientes: muerte (descrita por g), crecimiento somatico (que implica el paso
de las hembras susceptibles de fertilizacion a hembras no fertilizables, paso que viene
descrito por la tasa instantidnea s), y fertilizacién (descrita por e y proporcional a la
densidad de los machos). El modelo supone que la fertilizacién implica una pérdida de
este tipo de hembra porque las posteriores fertilizaciones se han considerado
improbables o irrelevantes para la produccidn de huevos durables.

Las ecuaciones que se proponen para las otras cuatro variables de estado son una
consecuencia directa de las relaciones que se acaban de describir mas arriba, y aparecen
junto con las correspondientes a estas dos variables en la tabla 7.2. Se ha considerado la
misma tasa instantidnea de mortalidad (g) para todos los tipos de hembras. Para la
pérdida de los machos se propone otro parametro («), el cual da cuenta conjuntamente
de la muerte y del paso al estado post-reproductivo. Finalmente, el modelo supone que
tanto la tasa instantinea de produccién de machos como la tasa instantdnca de
produccién de huevos durables son propocionales a b(z), siendo sus constantes de
proporcionalidad p v g respectivamente.

Este modelo de ccuaciones difcrenciales carcce de expresion integrada, lo cual ha
hecho necesario ¢l uso de la simulacién algebraica por ordenador para explorar la
respuesta de este sistema de ecuaciones a diversos patrones para la mixis, diferentes en
cuanto al momento de su induccién, y a la tasa de mixis una vez inducida ésta. Dicha
respuesta fue estimada calculando la produccién de huevos durables en cada una de las

condiciones ensayadas.
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Tabla 7.2. Modelo de ecuaciones diferenciales para la dindmica de una poblacién de
rotiferos. Se indican también los valores para los pardmetros constantes utilizados en las
simulaciones.

Variable Tasa de crecimiento
Hembras amicticas, F, dF,(t)/dt = b(t)[1-m(t)JFa(t) — qFa(t)
‘Hembras micticas - - - - dFg(t)/dt=" " " b{)m(t)Fa(t) - qFf(t) - sF(t) — eF()M(t) -
fertilizables, Fr
Hembras micticas dFp(t)/dt = sF(t) — qFm(t)
productoras

de machos, F,

Hembras micticas dE(t)/dt = eF(t)M(t) — qF(t)
productoras de ‘

huevos durables, F,

Machos, M dM(t)/dt = pb()Fm(t) — uM(t)

Huevos durables, E dE(t)/dt = gb(t)F(t)

Pardmetros constantes: q= 0.4 d-1 (Serra, 1987); s= 8 d-1 (Buchner et al., 1967, y Ruttner-
Kolisko, 1974); e= 0.004 1d-1 (Snell y Garman, 1986); u: 0.7 d-1 (Snell y Garman, 1986); p=
1.5 (Serra, 1987); g= 0.2 (Snell y Garman, 1986; Scrra, 1987). Para obtencr los datos o criterios
a partir de los que se derivan los valores de estos pardmetros se han utilizado las fuentes que se
indican, aunque se han hecho algunas presunciones adicionales no contenidas en estas fuentes.
Nétese que debido a las unidades de e, los resultados de las simulaciones vienen expresados en
individuos o huevos por litro.

Los valores utilizados para los parametros constantes cn las simulaciones se
muestran también en la tabla 7.2. Estos valores se han estimado a partir de la
informacion disponible en la bibliografia para la especie Brachionus plicatilis, aunque
con frecuencia han sido necesarias presunciones adicionales. De hecho, una de las
estimas de g para una poblacion de laboratorio de esta especie fue 0.22 dias-1 (véase
Serra, 1987), pero este valor daba lugar a densidades de poblacién irrealisticamente

elevadas en las simulaciones; por ello, se ha utilizado un valor mas alto para este

133



parametro, el cual resulta mas recalista para poblaciones naturales donde los riesgos
ecolégicos deben de ser mayores. El valor para el pardmetro u se ha calculado
suponiendo una vida reproductiva para los machos de dos dias (véase Snell y Garman,
1986); de esta forma un grupo de machos con una distribucién simétrica de edades (de 0
a 2 dias), v sin reclutamiento resultaria reducido a la mitad en un dia.
Consecuentemente, y a partir de la expresion (M/2)= M.e-u(t=1), el valor de u seria 0.7
dias-1. Este mismo argumento se ha utilizado para determinar el valor de s, suponiendo
que las hembras micticas son susceptibles de fertilizacion tinicamente durante las cuatro
horas posteriores a su nacimiento (Buchner et al., 1967; Ruttner-Kolisko, 1974; Snell y
Childress, 1987). En cuanto a la tasa de encuentro entre macho y hembra, se ha obtenido
de Snell y Garman (1986), dando por bueno que la frecuencia observada por estos
autores (1.49 encuentros/min, para 1 macho y 500 hembras/ml) puede extrapolarse
linealmente a un dia y una hembra por litro. Para estimar p se ha utilizado la relacion
entre los tiempos de generacién "hembra a hembra" y "hembra a macho" (Serra, 1987).
En cuanto a g se ha calculado de forma aproximada suponiendo que la velocidad de
produccion de huevos durables es aproximadamente 1/5 de la de produccion de huevos
mitéticos, lo cual resulta consistente con los valores que usualmente se indican para la
produccién de huevos a lo largo de la vida (p.c., 2 6 3 huevos durables versus 10-15
huevos mitéticos; véanse, Snell y Gamman, 1986; Serra, 1987).

Se han utilizado dos tipos de funciones para describir b(t): funciones cuasi-
sinusoidales y funciones lineales decrecientes. Ambos tipos de funciones se constrinieron
a no scr ncgativas. El primer tipo de funciones se ha utilizado para estudiar ¢l ciclo
completo dc crecimicnto de una poblacidn iniciado a partir de una densidad de una
hembra por litro, v sicndo b(t=0)-q positivo, proximo a ccro. El scgundo tipo de
funciones sc ha utilizado para cstudiar de forma mds detallada la fase final de la
dindmica de crecimicnto de la poblacién sin considerar su historia previa. En ambos
tipos de funciones los valores de b(t) sc han mantenido constantes dentro de un mismo
dia para promediar cl cfecto de las oscilaciones diarias. Ademads, el maximo valor de
estc paramctro debe cumplir la siguicnte relacion: b(r)-gq< 1 dias-1; ya que cllo
corresponde aproximadamente al limite observado para la tasa intrinseca de crecimiento
cn los rotiferos.

El modelo considera los cambios en la tasa de mixis suponiendo que m(t) puede
cambiar una vez de 0, para < D, a un valor diferente, m, para t=> D, donde D es el

primer dia en que se induce la mixis (i.e., la tasa de mixis constante implica que D= 0).
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Se simularon 41 dias de dindmica poblacional. Las simulaciones se calcularon
igualando las ecuaciones diferenciales a ecuaciones en diferencias finitas utilizando
incrementos de tiempo muy cortos (0.042 d). Dichas simulaciones se llevaron a cabo
mediante programas escritos en BASIC e implementados en un ordenador IBM-PS2.

La carencia de forma funcional explicita por parte de este modelo de optimizacién
requiere su resolucién por métodos de simulacién. Ello implica una pérdida de
generalidad y por lo tanto el que las conclusiones puedan verse criticamente afectadas

. en el caso de que los valores escogidos para los parametros no fueran realistas. Por esto, |
‘se llevé a cabo un analisis de sensibilidad para evaluar el efecto que tenia un cambio en
los parametros sobre los principales resultados obtenidos (véase Gladstein et al., 1990).

Algunas simplificaciones presumidas en el modelo son las siguientes: (1) en
general no se tiene en cuenta ni la estructura en edades de la poblacion ni otras
diferencias fisioldgicas; (2) los efectos de la densidad sobre b(f) no se consideran
explicitamente; (3) se ignoran los tiempos de latencia; (4) la respuesta mictica es
sincrénica e irreversible; (5) la fertilidad de los machos no resulta afectada por las
copulaciones previas y cada encuentro es fértil; (6) no se considera estocasticidad
intrinseca ni ambiental; (7) algunos parimetros no son dependientes del tiempo; (8) las
tasas de muerte no dependen del tipo de hembra; (9) todos los huevos durables se
consideran equivalentes independientemente del momento en que se produjeron, y de
esta manera las diferencias en variabilidad genética, viabilidad y momento para su
eclosién se desprecian. Ademads, excepto para el andlisis de estabilidad evolutiva, las
simulaciones no consideran la variabilidad genética en cuanto a estrategia para la mixis.
Y por dltimo, hay que senalar que de las funciones supuestas para b(r) surgen otras

simplificaciones que afectan al modelo.

Resultados

Para estudiar el ciclo completo de crecimiento poblacional, se llevé a cabo un primer
grupo de simulaciones utilizando funciones cuasi-sinusoidales para b(t). A partir de una
funcidn bésica con un valor maximo para b(t) igual a uno se generaron otras funciones
multiplicando ésta por un factor. Las funciones resultantes tienen diferentes valores
méximos para b(t), y por lo tanto pueden diferir en el momento en el que b(t)-q se
convierte en negativo. La figura 7.4 muestra la variacién de b(t)-q para una funcién de
b(t) cuyo maximo es igual a 0.95 y la dindmica de una poblacién de rotiferos que crece

en ausencia de reproduccién sexual con esta tasa instantanea de crecimiento. Tal y como
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se espera a partir de las condiciones del modelo, la maxima densidad de hembras (1864
hembras/1) se alcanza cuando b(%)-q se hace negativo y no cuando el ambiente es mas
favorable. Las condiciones mas favorables para el crecimiento poblacional se presentan
el dia 10 ( valor maximo de b(z), t- 10) mientras que el maximo poblacional se produce

el dia 22 (momento en que b(?)-g< 0).

b(t)-q hembras amicticas/Il
2000

1 1500
0 1000
1 500
2

0 5 10 15 20 25 30 35 40

dia
b(t)-q hembras amicticas

Figura 7.4. Simulacién de la dindmica de una poblacion de rotiferos iniciada con una
densidad de una hembra por litro y que crece en ausencia de reproduccion sexual con la tasa
instantdnea de crecimiento (b(?)-g) que se indica (valor maximo de b(?)~ 0.95).
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La figura 7.5 muestra la relacion entre la tasa de mixis y la producciéon de huevos
durables obtenida en las simulaciones cuando la tasa de mixis se mantuvo constante.
Una de estas simulaciones (b(¢2) con un maximo igual a 1.2) dié lugar a densidades
maximas para Fa improbablemente altas. No obstante, el conjunto de resultados ofrece
un patron que se ha considerado interesante: la tasa de mixis que maximiza la
produccion de huevos durables (tasa de mixis optima) es menor que 0.1 en todos los

casos y disminuye conforme el valor medio de b(#) aumenta.

huevos durables/l

10000
1000 0.055 (42019)
100 0.06 (7744)
10
0.07 (1338)
0.075 (571)
0 0.05 0.1 0.15 0.2

tasa de mixis

Maximo para b(t): 1.2 —5 114 1.0 ~a—0.95

Figura 7.5. Efecto de varias tasas constantes de mixis en el nimero total de huevos durables
producidos por poblaciones que crecen con funciones cuasi-sinusoidales para b(z) con los
maximos que se indican. Los valores en cada curva indican la tasa optima de mixis que se
registro en las simulaciones, y, entre paréntesis, el valor maximo de Fa (I-1) correspondiente

a dicha tasa de mixis.
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Los resultados obtenidos cuando se permitié que la tasa de mixis cambiara su
valor de 0 a un valor diferente aparecen en la figura 7.6 (funcion de b(?) con un valor
maximo de 0.95). En este caso la tasa de mixis con mayor produccion de huevos
durables fue 1. Ademas, para rendir este maximo de huevos durables la mixis deberia
ser inducida al principio del dia 18, nueve dias después de que se alcance el maximo
valor de b(?) y tres dias antes de que b(?)-q se haga negativa. Seglin las simulaciones, la
mixis provoca un declive en la poblacion, y asi el registro maximo del nimero total de
hembras en la estrategia Optima (1301 hembras/1) se obtiene el dia 19. La figura 7.6
muestra también que cuanto menor es la tasa de mixis mas temprano es el dia 6ptimo

para la induccion de la misma.
huevos durables/I

25

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

tasa de mixis: dia
-B- 0.2 -Q- 0.4 — 0.6 - 0.8
— 0.9 -+- 0.95 1

Figura 7.6. Efecto del dia en que se induce la mixis sobre el total de huevos durables
producidos. (La funcién para b(¢) es una funcidén cuasi-sinusoidal cuyo valor maximo es
b®)=0.95; Fa(0)= 1H).
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En las simulaciones llevadas a cabo suponiendo una tasa de mixis variable, se
exploré también el efecto de diferentes valores medios de b(z), que implicaron valores
maximos igual a 0.9, 1, 1.1 y 1.2. Los resultados fueron muy similares a los encontrados
cuando el valor maximo para b(t) fue de 0.95. La tasa 6ptima de mixis result6 ser 1 en
todos los casos, y el dia 6ptimo para la induccién de la mixis fue el dia 17 (maximo
b@)= 0.9), el dia 18 (maximos de b(t)= 1 y 1.1) y el dia 19 (miximo b(t)= 1.2).
Conforme b(t) aument6 en valor medio, el primer dia en que se cumple que b(¢)-g< 0
wvarié de la s1gu1cntc manera: max(b(t))- 0 9 dla 21 max(b(t))— 16 ‘1'.1’ dia 22;
max(b(t))= 1.2, dia 23. o

Los resultados de estas simulaciones sugieren que ¢l momento Optimo para la
mixis se encuentra relacionado fundamentalmente con el momento en que b(t)—g se
vuelve negativo. Para explorar con mayor detalle esta fase, se realiz6 una serie de
simulaciones usando una funcién lineal para b(t) con diferentes pendientes negativas,
pero con b(t)-q convirtiéndose en negativo al principio del 7° dia en todos los casos
(véase la figura 7.7a). Las simulaciones se repitieron tomando diversos valores
arbitrarios pero realistas, para el niimero inicial de hembras. De esta forma no se tuvo en
cuenta como se alcanzé este nimero inicial de hembras; es decir no se consider6 la
historia previa de la poblacién. Los resultados mostraron que independientemente del
nimero inicial de hembras y de la pendiente de b(1), el dia 6ptimo para la induccién de
la mixis fue el dia 3 (figura 7.7b,c). Puesto que el comienzo de la simulaci6n fue
arbitrario, este resultado queda més correctamente expresado diciendo que la mixis, para
maximizar la produccion de huevos durables, deberia ser inducida cuatro dias antes de
que b(t)-qg sc haga negativa. Cabe indicar también (figura 7.7c) que si la mixis se
produjera después del momento Optimo, la produccién de huevos durables disminuiria
de forma mas pronunciada en el caso de quc la funcién de b(r) tuviera una fuerte
pendicnte negativa.

Andlisis de sensibilidad. Para evaluar la sensibilidad de los resultados a los valores
asignados a los pardmetros constantes, se determind el momento Optimo para la mixis
utilizando de forma combinada los siguientes conjuntos de valores: s= 2, 16; e= 0.001,
0.08; Fo(0)= 100, 1000, 2400. Para estas simulaciones se utilizaron funciones de b(t)
linealmente decrecientes (véase la figura 7.7a). Los valores reseiiados para los
parametros se combinaron a su vez con las dos funciones de b(¢) con pendientes
extremas, de manera que se ensay6 un total de 24 condiciones para establecer en cada
una de ellas el momento 6ptimo de mixis (tasa de mixis cuando se induce: 1). Algunos
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Figura 7.7. Estudio de la fase final de crecimiento de una poblacion suponiendo para la tasa
instantanea de nacimientos (b(?)) las funciones que se indican en la grafica a: b y c, efecto
del dia de induccion de la mixis en la produccion total de huevos durables. Los simbolos
que aparecen en las dos gréaficas inferiores indican la pendiente de la recta utilizada en la
simulacién correspondiente. Los valores en la parte derecha de cada curva son el nimero
inicial de hembras amicticas por litro, y los que aparecen entre paréntesis son los valores
maximos de Fa registrados para la estrategia optima de induccion de la mixis. (La tasa de

mixis cuando ésta se induce se considera igual a 1).
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de los valores asignados a los pardmetros pudieran considerarse irrealistas, pero resultan
apropiados para evaluar la robustez de los resultados.

Todas las simulaciones daban el mismo dia 6ptimo para la induccion de la mixis
(dia 3) indicando asi la robustez de los resultados. Ademds, en el andlisis de
sensibilidad se obtuvieron otros resultados que se cree conveniente resefnar a
continuacién. Tal y como se esperaba, la produccién de huevos durables aument6 con la
tasa de encuentros entre macho y hembra (e), y con ¢l nimero inicial de hembras
. amicticas considerado. El patron més general obtenido fue el aumento de la produccidn |
"de huevos durables con la disminucién de s; esto es, cuando se supuso que las hembras
micticas retrasaban su salida del estado fertilizable. Las excepciones a esta regla se
registraron con los siguientes grupos de condiciones: (1) e= 0.08; F4(0)= 1000, 2400;
b(t) con alta pendiente negativa; y (2) e= 0.08; F,(0)= 2400; b(t) con baja pendiente
negativa. Para completar el analisis de sensibilidad, se comprobé que, suponiendo otros
valores en los pardmetros (s= 2, 16; e= 0.001, 0.08; F4(0)= 1000; b(t) con la menor
pendiente negativa), con una tasa de mixis de 0.95 se producian menos huevos durables
que con tasa de mixis igual a 1.

Andlisis de estabilidad evolutiva o de invasibilidad. Las simulaciones que se han
descrito presumen una poblacién en la que no existe variabilidad en cuanto a la
estrategia para la mixis. Por lo tanto, las estrategias Optimas resultantes quedan
restringidas a una comparacion entre varias poblaciones, cada una de ellas homogénea
en cuanto al momento en el que experimentan la mixis. Para determinar si una poblacién
con tal tipo de estrategia Optima para ¢l momento de la mixis podria ser invadida por
otra poblacion con una estrategia alternativa, se llevaron a cabo una serie de
simulaciones suponiendo la existencia de dos estrategias cn la poblacién inicial.
Ademas, mediante la comparacién de la frecuencia alélica inicial (i.e., en las hembras
amicticas) con la frecuencia alélica en los huevos durables, es posible cvaluar la
seleccion que sufre inicialmente la estrategia alternativa. Para simplificar se supuso que
la estrategia alternativa estaba determinada por un alelo dominante portado por hembras
amicticas heterozigotas emulando asi lo que ocurriria con una mutacién.

Las simulaciones se llevaron a cabo usando la funcién de b(z) con baja pendiente
negativa (figura 7.7a), F,(0)=1000 y los valores usuales para ¢l resto de parimetros
(véase la tabla 7.2; m(t) cambiando una vez para cada fenotipo, de 0 a 1).

Los resultados (figura 7.8a) muestran que una estrategia alternativa en la que la
mixis se produjera antes de aquel momento que resulté ser el 6ptimo para una poblacién

homogénea (esto es, mixis el dia 2 versus mixis el dia 3) podria ser seleccionada
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inicialmente. Sin embargo, se produciria una seleccion en contra de dicha estrategia
alternativa cuando su frecuencia alélica inicial fuera mayor que aproximadamente 0.35
(i.e., el 70% de las hembras amicticas con el fenotipo alternativo). Es interesante sefalar
que, aunque algunas de las poblaciones mezcladas aumentan su produccién de huevos
durables, la seleccion no es totalmente dependiente de esta mejora, ya que cuando la
frecuencia del alelo alternativo es 0.35 éste resultaria ligeramente seleccionado pero la
produccién de huevos durables es menor que la que se obtendria en una poblacién
homogénea con la estrategia 6ptima (i.e., con induccion de la mixis el dia 3).

Contrariamente a lo que ocurre con una subpoblacién que anticipa la mixis, una
estrategia alternativa en la que la mixis se retrasara (i.e., el dia de la induccién de la
mixis es el 4% no resultaria seleccionada (figura 7.8b), aunque se podria mejorar la
produccién de huevos durables en una poblacién mezclada de estrategas "Optimos” y
“"retrasados”.

También se observé que si la estrategia Optima para una poblacién homogénea
estuviera determinada por un alelo dominante llevado por hembras heterozigotas, podria
invadir tanto una poblacién que experimente la mixis mas tempranamente (dia 2) como
mas tardiamente (dia 4). Por dltimo, los resultados de las simulaciones mostraron que
una poblacion que experimenta la mixis en el dia 2 puedc ser a su vez invadida por un
estratega en cl que la mixis se induce el dia 1, presumiendo que este altimo fenotipo esta
determinado por un alelo dominante portado por heterozigotos.

En conjunto, el analisis de estabilidad evolutiva senala que la estratcgia 6ptima
para una poblacién homogénea pucde ser invadida pero no extinguida por genotipos que
determinan una mixis progresivamentc mas prccoz, aunque debe observarse quec solo sc

ha analizado la seleccion inicial.
Discusion

Los resultados de las simulaciones muestran que cuando la tasa dc mixis s¢ manticne
constante, la maxima produccion de huevos durables se obticne para bajas proporciones
de hembras micticas (<10%). Este resultado cs semejante al obtenido en las
simulaciones realizadas por Snell (1987) suponiendo un ambiente constante tanto para
crecimiento independiente como dependiente de la densidad de poblacién. Snell (1987)
encontrd ademas que la proporcion 6ptima de hembras micticas producidas aumenta con

la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r) y disminuye con su capacidad de carga
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Figura 7.8. Incremento de la frecuencia de un alelo en los huevos durables en relaciéon con
su frecuencia inicial en las hembras amicticas de una poblacion. Este alelo se supone
dominante, determina el dia para la inducciéon de la mixis y es portado en heterozigosis por
algunas de las hembras amicticas (véanse las frecuencias alélicas iniciales) mientras que el
resto de las hembras de la poblacion desarrollan la estrategia Optima para una poblacion
homogénea (i.e., dia para la induccion de la mixis: dia 3); a: el alelo determina que la
induccion de la mixis se produzca el dia 2; b: el alelo determina que la induccion de la
mixis se produzca el dia 4. En la figura se indican ademas el nimero de huevos durables
producidos en la poblacién mezclada, y entre paréntesis los que se hubieran producido en
una poblaciéon homogénea para la estrategia dptima.
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(K), mientras que en el presente trabajo se ha encontrado que un aumento en los valores
medios de la tasa instantanea de nacimientos provoca una disminucién en la proporcion
Optima de hijas sexuales. No obstante, esta divergencia puede ser s6lo aparente puesto
que en el modelo presentado aqui las tasas de nacimientos (b(r)) més altas implican
valores mdas altos de r, 0 mds exactamente, valores -medios de r(rf) mas altos, pero
también mayores densidades poblacionales maximas (ésimilables a una mayor K), y esto
ultimo podria afectar mas fuertemente la dindmica de la mixis.

Contrariamente a lo observado en el primer grupo de simulaciones, cuando se
permitié que la tasa de mixis variara a lo largo del ciclo de crecimiento cambiando de 0
a un valor distinto de cero, la tasa Optima de mixis fue 1. Contrastando con este
resultado tedrico, en los estudios de laboratorio no se¢ han observado valores similares.
Los valores experimentales para la tasa de mixis suelen estar entrc O y 0.5 en
Brachionus plicatilis (Hino e Hirano, 1977; Pourriot y Rougier, 1979), aunque debe
tenerse en cuenta que las evaluaciones realizadas en el laboratorio pueden conducir a
una subestima de la tasa de mixis que se da en condiciones naturales, ya que el cultivo
en el laboratorio puede implicar una seleccién a favor de tasas de mixis bajas (Hino e
Hirano, 1976; Ruttner—Kolisko, 1985; Buchner, 1987; véase para discusion c¢l capitulo
8). Por otro lado, algunas de las observaciones en muestras de campo sugicren altas
proporcioncs de hembras micticas (Amren, 1964; Pourriot, 1965b), y asi mismo lo hacen
las dindmicas poblacionales obscrvadas en limnocorrales (Miracle y Guiset, 1977).

Dec todos modos una tasa Optima de mixis igual a 1 debe considerarse como un
rcsultado dependiente del supuesto de variacion tcmporal de la tasa de nacimiento, y de
quc tal tasa llcga a ser tan baja quc no compensa a la mortalidad. En cfecto, si la r
potencial (i.e., r cn ausencia de mixis) no sc hicicra ncgativa, la desaparicion de la
poblacion que implicaria una tasa de mixis igual a 1 no scria adaptativa. Sin embargo, cl
supuesto de variacion temporal de la tasa de nacimicntos parcce razonable va que, los
hébitats naturalcs que ocupan los rotifcros son frecuentemente ambientes sujetos a una
amplia variacion tecmporal (v€ase, p.c., King, 1980), lo cual implica que el ambicnte en
ciertos momentos resulta inadecuado para la supervivencia dec los rotiferos. Esta
utilizacion temporal del habitat queda acentuada si se acepta que una cepa so6lo sc ajusta
bien a un estrecho conjunto de condiciones ambientales, tal y como sugicren los estudios
sobre la estructura genética de las poblaciones de rotiferos (King, 1977; Snell, 1979;
Serra y Miracle, 1985; King y Zhao, 1987; véase también el capitulo 5). Por lo tanto, en
el contexto ecoldgico en ¢l que deben de vivir un gran nimero de poblaciones de

rotiferos, cabria esperar altas tasas de mixis a partir del modelo aqui propuesto. De esta

144



forma, y puesto que se va a producir la desaparicién de la poblacién, se conseguiria un
mayor nimero de hucvos latentes que aseguraran la supervivencia de la poblacion hasta
el siguiente periodo de crecimiento.

No obstante lo anterior, es posible que el modelo propuesto sobreestime las tasas
de mixis, puesto que los resultados de las simulaciones pueden verse afectados por la
forma que se ha supuesto para la funcién de b(z). Probablemente, una funcion para la
tasa de nacimientos con varias fases consecutivas de aumento y disminucion sin llegar a

. imponer la.extincion. podria implicar que las tasas de mixis inferiores a 1 resultaran .
‘adaptat‘ivés,‘ yé’ 'qu'e' las hijés -pérténdgcnéiicas' podrian restablecer ripidamente el
crecimiento de la peblacién cuando volviera a aumentar la tasa de nacimientos. Ademas,
tal y como muestra la figura 7.6, cuando la tasa de mixis se aleja ligeramente de 1 no se
produce un descenso brusco en la produccién de huevos durables, por lo que el costo de
tal alejamiento no resultaria muy elevado. Debe tenerse en cuenta también, que si la tasa
instantinea de nacimiento variase aleatoriamente a lo largo del tiempo también se
obtendrian funciones de b(r) con varios maximos, y valdria la argumentacion anterior.
Frecuentemente se propone una estrategia de “apuestas compensatorias” como Optima
en habitats impredecibles (véase, p.e., Begon er al, 1990). En un hébitat fluctuante que
hace impredecible la mortalidad de los descencientes cabe esperar que los progenitores
"compensen sus apuestas”, en el caso de los rotiferos heterogonicos mediante la
produccion de hijas micticas y amicticas.

Los resultados de las simulaciones realizadas con ¢l modelo establecen de forma
reiterada una relacion entre el momento idoneo para la induccion de la mixis (esto es, el
que maximiza la produccién de huevos durables) y el momento en que la tasa potencial
de crecimiento se hace negativa; es decir cuando el hdbitat deja de ser adecuado para cl
crecimicnto poblacional. En este ultimo momento si no se¢ ha producido la mixis la
fuente directa de hembras micticas, las hembras amicticas, alcanzaria su méaximo, y
consecuentemente se podria producir un mayor numero de huevos durables. No
obstante, la mixis deberia ocurrir ligeramente antes de dicho momento, cuando la
disponibilidad de recursos y la condiciones ambientales fueran ain adecuadas para la
produccién de hembras micticas, la supervivencia de los machos y la formacién de
huevos durables. Esta constriccion de la reproduccion sexual, indicada ya previamente
por otros autores (Snell, 1986; Snell y Boyer, 1988; véase el apartado 7.4), seria la
responsable de que una anticipacion de la mixis con respecto al momento en el cual el

habitat deja de ser adecuado para la supervivencia de los rotiferos, mejorara la
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produccion de huevos durables, ya que asi se dispondria de los recursos necesarios para
llevar a cabo la reproduccién sexual.

Los resultados de las simulaciones son consistentes con la asociacion empirica
entre mixis y altas densidades de poblacién (véase el apartado 7.3; Wesenberg—Lund,
1930; Carlin, 1943; Nauwerck, 1963; Amren, 1964; King y Snell, 1980). Esto se debe en
primer lugar a que en las simulaciones la mixis provoba una disminucion dréstica en el
crecimiento de la poblacién lo que se traduce en un descenso en la densidad de la
poblacion, por lo que la mixis aparece asociada con un maximo poblacional. En segundo
lugar, el momento Gptimo para la induccién de la mixis se sitda anticipadamente en las
proximidades del miximo tamano potencial de la poblacién, es decir se encuentra
temporalmente asociado con el tamafio maximo que la poblacidn podria haber alcanzado
si la mixis no se hubiera inducido (véase figura 7.4), lo que tendria lugar cuando la tasa
de crecimiento se hace negativa.

El analisis de invasibilidad sugiere que se puede mantener en la poblacién
polimorfismo genético para el momento de la mixis, el cual causaria en promedio una
induccion de la mixis mas temprana que en una poblacién homogénea con la estrategia
Optima. Este analisis también sugicre que la produccién de huevos durables podria ser
mayor si la tasa de mixis no cambiara bruscamente de 0 a 1, sino de una forma mas
gradual, bien para cada individuo o para toda la poblacién en conjunto. Para llegar a esta
conclusién basta observar cn la figura 7.8 que la mayor produccién de hucvos durables
se consiguc cuando existen en la poblacién dos fenotipos diferentes para el momento de
la induccion de la mixis, no importando aqui si las diferencias fenotipicas se encuentran
determinadas por ¢l genotipo, plasticidad o heterogeneidad ambicntal. Estas
considcracioncs, junto con la ausencia de ticmpos de latencia en ¢l modelo, sugicren que
el momento Optimo para la induccién de la mixis podria ser ligeramente anterior que cl
resultante de las simulaciones. Por dltimo, uno de los resultados interesantes de las
simulaciones realizadas cs el de que ¢l momento 6ptimo para la induccién de la mixis
depende de una condicion futura; es decir, debe anticiparse al momento en el quc la tasa
de crecimiento potencial se hace negativa. Por lo tanto, esta condicién, sus
consecuencias 0 sus causas temporalmente mas préximas no pueden funcionar como
senal para la induccion de la mixis. La senal que se podria esperar fuera seleccionada
deberia ser una seial correlacionada con la condicién selectiva pero que se produjera de
forma previa a dicha condicién. Obviamente, la correlacién entre sefal v condicién es

poco probable que sea igual a 1, y ademas la mejor sefial podria depender crucialmente
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de las caracteristicas del habitat. Por lo tanto, la evolucién de la estrategia 6ptima podria

estar seriamente afectada por este tipo de constriccién “informacional”.
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8. EL EFECTO COMBINADO DEL GENOTIPO, DE LA EDAD, Y DE LA
DENSIDAD POBLACIONAL SOBRE LA HISTORIA VITAL Y LA MIXIS

8.1. INTRODUCCION

Un gran ndmero de factores tanto internos como externos se han relacionado con la

. induccidn de la mixis en las diferentes especies de los rotiferos pertenecientes a la clase.

" de los Monogononta (véase la revision bibliografica realizada en el capitulo 7). La alta
densidad de poblaci6n es uno de los factores que se han asociado mas frecuentemente
con la reproduccion sexual en muchas de estas especies de rotiferos. Asi, las evidencias
experimentales apoyan esta asociacion en los tres géneros que se han estudiado mas
detalladamente: Brachionus, Notommata y Asplanchna.

Aunque la densidad es el factor que de una forma mas general se ha identificado
como estimulo efectivo en la induccién de la mixis en el género Brachionus, existen
varios factores ambientales que también se han relacionado con la aparicion y/o el nivel
de mixis. Estos factores se han tratado de forma extensa en el capitulo anterior y se citan
ahora brevemente: el cambio en el fotoperiodo (Laderman y Gutman, 1974), la especie
de algas usada como alimentacion (Pourriot y Rougier, 1979; Gilbert, 1980b; Pourriot et
al., 1986a; Lubzens et al., 1980), la cantidad de alimento (Lubzens, 1981; Snell y Boyer,
1988), la salinidad a la cual fueron cultivadas las algas utilizadas para la alimentacion
(Ben—Amotz y Fisher, 1982) y la edad del cultivo de algas (Lubzens y Minkoff, 1988).
La temperatura (Hino e Hirano, 1984; Snell, 1986) y la salinidad (Lubzens et al., 1980;
Lubzens, 1981; Lubzens et al., 1985; Sncll, 1986; Hino ¢ Hirano, 1988) parecen
desempenar una importante funcién reguladora en la especie eurihalina Brachionus
plicatilis. Ademas, los factores internos tales como los efectos maternos y la variacién
genética cntre clones determinan la respuesta mictica a estos factores (Pourriot y
Rougier, 1976; Rougier y Pourriot, 1977; Clément et al, 1977; Rougier et al., 1977,
Buchner, 1977; Hino e Hirano, 1977; Snell y Hoff, 1985; Lubzens, 1989).

El presente capitulo se centra en el estudio del efecto de la densidad de poblacién
sobre la reproduccion sexual en la especie Brachionus plicatilis y de la modulacién de
este efecto por factores internos tales como la edad de la madre y su genotipo. El estudio
combina el andlisis de estos tres factores comparando la respuesta mictica de un nimero
importante de cepas que guardan entre si distintas relaciones de parentesco. Ademads, la

aproximacion realizada al estudio de la densidad permite establecer por primera vez en
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esta especie las relaciones entre la mixis y este factor en condiciones experimentales
que independizan el efecto de la densidad del de otros factores. Adicionalmente, y
aunque en este trabajo no se han estudiado sistematicamente aquellos otros factores
externos distintos de la densidad que se han relacionado con la produccién de hembras
micticas en esta especie (véase mds amriba y en el capitulo 7), en una seric de
experiencias preliminares se estudid el grado en qué podia afectar la variacién de
algunos de estos factores —i.e., ¢l nivel de alimento y la salinidad- en la produccién de

hembras micticas.
8.2. MATERIAL, METODOS Y EXPERIENCIAS PRELIMINARES
Concepcion metodoldgica

La densidad de poblacién se estima normalmente por la relacién entre el nimero de
individuos y el volumen de medio en que estos se cultivan o encuentran (n/v). La
influencia de la densidad de poblacién puede estudiarse a partir de individuos aislados
(n= 1) o no aislados (n> 1). Si la diferencia entre estas dos situaciones es significativa
existira una influencia del agrupamiento; esto es, este Gltimo efecto existira si para una
misma densidad de poblacién las reacciones de los individuos son diferentes en funcion
de que se encuentren aislados o agrupados (véase el "efecto de grupo" en el apartado
7.2). Se considera por lo tanto que existe un efecto de la densidad sensu stricto cuando
se detecta un efecto dc este factor en condiciones que implican el cultivo de los
animales de forma aislada. La mayoria de los experimentos para determinar el efecto del
hacinamiento se basan en el seguimiento de individuos confinados en pequenos
recipientes de cultivo e¢n los que el medio no se renueva, dado que el mecanismo
postulado por algunos autores para este efecto es la acumulacion de sustancias en el
medio de cultivo. En estos experimentos, los descendientes se van separando de sus

madres a cortos intervalos de tiempo y se anade alimento fresco si es necesario.
Experiencias preliminares

I. Para determinar el efecto de la densidad de poblacién sobre la produccién de hembras
micticas en la especie Brachionus plicatilis se realiz6 una experiencia preliminar en la

que se analiz6 el nimero de hembras micticas producidas por individuos de esta especie
cultivados en dos densidades de poblacién diferentes: 1 hembra/ml y 5 hembras/ml. En
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este estudio se utilizé un clon de esta especie denominado CU (véanse los capitulos 5y
6) el cual, desde su aislamiento, habia sido mantenido durante varios afios en el
laboratorio bajo condiciones de cultivo controladas (para una descripcion detallada de
estas condiciones véase el capitulo 3). Esta experiencia preliminar se realizé siguiendo
el disefio experimental propuesto por Hino e¢ Hirano (1976) en un estudio previo del
efecto de la densidad sobre la reproduccién sexual en esta misma especie. Este disefo
no permite diferenciar entre el efecto de la densidad sensu stricro y el efecto del
agrupamiento (véase mas arriba y ¢l apartado 7.2). = ‘ _

" En el protocolo experimental de esta experiencia los cultivos experimentales se
inician con el aislamiento de neonatos. Para ello, y de forma previa a la experiencia, se
establecen cultivos masivos inoculando hembras portadoras de huevos procedentes de
un cultivo madre en fase de crecimiento exponencial, en un medio de cultivo fresco
cuya concentracién algal se habia ajustado a 5x105 células de Tetraselmis sp./ml. El
nimero de hembras inoculado para iniciar estos cultivos preexperimentales debe
adecuarse de forma que la densidad médxima alcanzada durante el mantenimiento de
dichos cultivos no supere la menor densidad experimental que se va a ensayar. Los
cultivos preexperimentales se mantienen a 12 g/l de salinidad y 25°C de temperatura en
una camara climatica con iluminacién constante. Después de un periodo de cultivo de
dos dias, se transfieren hembras ovigeras de estc cultivo preexperimental a un medio
fresco sin alimento (agua, 12 g/l salinidad) donde sc manticnen también a baja densidad
poblacional. Transcurrido un periodo de tiempo inferior a 4 horas en la cdmara de
cultivo, durante el cual se produce la eclosién de un nimero suficiente de huevos, se
recoge el nimero de neonatos necesario para llevar a cabo la experiencia. Estos
nconatos se diferencian facilmente de sus madres por su menor tamano. La ausencia de
alimento en el medio de aislamiento uniformiza las condicioncs con las que se inicia el
cultivo de estos organismos experimentales.

Para realizar esta experiencia preliminar se aislaron, siguiendo el protocolo que se
termina de describir y que aparece en la figura 8.1, un total de 60 hembras recién
nacidas, 20 para cada una de las tres réplicas realizadas en la experiencia. Cada una de
estas réplicas consistié en dos cultivos para la densidad de 1 hembra/ml (designados
aqui cultivos Ay y Ap), y un cultivo para la densidad de S hembras/ml (cultivo B). Los
cultivos Aj y Az de cada uno de los tres replicados se establecieron colocando hembras
recién nacidas en 5 ml de medio de cultivo, mientras que los cultivos B consistieron en
10 individuos situados en un volumen de medio de 2 ml. De esta forma se mantiene el

mismo ndmero de individuos bajo cada una de las dos densidades experimentales, con lo
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que cabe esperar nimeros de descendientes aproximadamente iguales que permitan
comparar mejor los resultados obtenidos en los experimentos.

Las restantes condiciones de cultivo fueron las mismas que para los cultivos
preexperimentales (12 g/l de salinidad, 5x105 células/ml e iluminacién constante en una
camara a 25°C). Los cultivos se siguieron durante 96 h retirando los descendientes a
intervalos de 24 h. Estos descendientes se cultivaron de forma aislada en pocillos
individuales hasta que se pudieron clasificar como hembras micticas o amicticas en
funcién del sexo de su progenie. Aunque estos dos tipos de hembras pueden
diferenciarse también por el tamafio de los huevos que producen, su tipificacion
mediante el cultivo hasta la produccién de descendientes proporciona resultados mas
exactos y fiables.

Con los datos resultantes de la tipificacion de la descendencia de los individuos
experimentales se calcul6 una tasa de mixis definida como la proporcion de hijas
micticas con respecto al total de la descendencia fértil tipificada (tasa de mixis, TM=
hembras micticas/(hembras micticas + hembras amicticas)). En este caso se calculé una tasa de
mixis para cada uno de los tres cultivos (A1, A, y B) de cada réplica y referida al
periodo de 96 h estudiado. Ademds, se calcul6 una tasa de mixis global para cada una de
las dos densidades ensayadas promediando los resultados obtenidos en las tres réplicas
del experimento.

Los resultados de esta experiencia preliminar pusieron de manifiesto la existencia
de un efecto de la densidad en la tasa de produccién de hembras micticas del clon CU de
Brachionus plicatilis (véase la tabla 8.1). Los datos obtenidos a partir de las tres réplicas
del experimento muestran de forma consistente que Unicamente aparccieron
descendientes micticas entre la progenic de las hembras experimentales cultivadas a la
mayor densidad ensayada (tasa de mixis media global a partir de las tres réplicas, TM=
0.057; desviacion tipica entre réplicas, DT= 0.013), mientras que nunca se observaron
descendientes micticas entre la descendencia de las hembras cultivadas a la densidad de
1 hembra/ml (TM =0; DT=0).
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CULTIVO MADRE

CULTIVOS
PRE-EXPERIMENTALES
3x1I05 cel./ml
0.14 Wml

2 dias

Densidad < I ?/ml

Medio de cultivo fresco
sin alimento

CULTIVOS
EXPERIMENTALES

INDIVIDUALES
Neonatos

Figura 8.1. Protocolo experimental para la obtencién de los neonatos utilizados en las
experiencias.
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Tabla 8.1. Experiencia prelfminar: Efecto de la densidad de poblacién sobre la produccién de

hembras micticas en el clon CU de Brachionus plicatilis a 12 g/l de salinidad y 5x10° células de
Tetraselmis sp./ml. Se indican los resultados para los cultivos Ay, Ap, y B de cada una de las

réplicas del experimento. También se presentan las medias conjuntas para las tasas de mixis
obtenidas en las tres réplicas y sus desviaciones tipicas (DT).

Réplica
I II III
Cultivo A1 A, B A1 A B A A B
Condiciones de cultivo
n? de hembras 5 5 10 5 5 10 5 5 10
volumen, ml 5 5 2 5 5 2 5 5 2
densidad, hembras/ml 1 1 5 1 1 5 1 1 5
Resultados
n? de descendientes 43 41 105 48 57 95 47 48 83
n? de desc. tipificados 43 41 100 48 56 95 47 47 83
n? de hembras micticas 0 0 4 0 0 5 0 0 7
tasa de mixis (TM) 0 0.004 0 0.053 0 0.084
Resultados globales

T™; hembra/mi: 0 DT: 0
TMSs hembras/ml: 005 DT: 0.013
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Las experiencias presentadas en este capitulo se centran en el estudio del factor
que de forma mas consistente se ha relacionado con la mixis en el género Brachionus, la
densidad poblacional, y no se considera en extenso el estudio de otros factores externos
que se han relacionado con la produccién de hembras micticas en Brachionus plicatilis.
No obstante, se realizaron algunas experiencias previas adicionales para determinar
cémo podia afectar la variacién de algunos factores —concretamente el nivel de alimento
.y la salinidad- al efecto producido por la densidad de poblacién en la mixis del clon CU
- de Brachionus plicatilis el cual se habia establecido en la €xperiencia preliminar que se’
termina de describir mas arriba.

II. Durante las experiencias realizadas para estudiar el efecto de la densidad el
medio de cultivo no se renueva. En nuestro caso, el exceso de Tetraselmis utilizado
como alimento y el crecimiento algal que se produce en el transcurso de las experiencias
hace innecesaria la adicién de alimento después de la inoculacion inicial. Asimismo,
asegura tasas de crecimiento relativamente uniformes entre los distintos cultivos
experimentales. No obstante, esta circunstancia implica la imposibilidad de llevar a cabo
un control estricto de las condiciones de alimentacién durante los experimentos. Para
estimar la posibilidad de que la variacién en la cantidad de alimento pudiera afectar a la
respuesta mictica de las hembras experimentales se decidié llevar a cabo una
experiencia siguiendo el mismo disefio experimental antes descrito pero usando un nivel
de alimento menor. Asi, se realizaron dos nuevas réplicas del experimento en las que la
concentracion algal inicial del medio de cultivo fue dc 105 células/ml en lugar de las
5x105 células/ml utilizadas en las tres réplicas previas. No se detectd efecto dc la
disminucion del nivel de alimento y las tasas de mixis obtenidas fueron consistentes con
las observadas previamente (para la densidad de 1 hembra/ml: TM= 0 ; DT= 0; y para la
densidad de 5 hembras/ml: TM= 0.055 ; DT= 0.031).

III. Dada la importancia de la salinidad como factor modulador de la respuesta
mictica en la especie Brachionus plicatilis (Lubzens et al., 1985; Snell, 1986), se
decidi6 llevar a cabo una experiencia con cardcter preliminar para evaluar la magnitud
de la respuesta mictica a la densidad que manifiestan individuos de esta especie
cultivados en un medio con una salinidad menor a la fijada en las experiencias
previamente descritas. De esta manera se pueden establecer unas condiciones de
salinidad adecuadas para el estudio del efecto del hacinamiento. Para estudiar el efecto
de un cambio en la salinidad del medio de cultivo en la respuesta mictica de la cepa CU

a la densidad se realiz6 una nueva repeticién del experimento comparando una salinidad
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menor (9 g/1) con la salinidad fijada en el resto de experiencias previas, 12 g/l. Se utilizé
el mismo protocolo experimental con la diferencia de que las 10 hembras
experimentales sometidas a la densidad de 1 hembra/ml se cultivaron de forma aislada
en cada una de las dos salinidades ensayadas (es decir 10 réplicas para cada salinidad,
cada una consistente en 1 hembra en 1 ml de medio de cultivo), y los cultivos a la
densidad de 5 hembras/ml se establecieron colocando 5 individuos en 1 mi de medio de
cultivo (dos réplicas para cada salinidad, cada una consistente en 5 hembras en 1 ml de
medio de cultivo). Los resultados de esta experiencia previa son consistentes con los de
las experiencias anteriores, ya que no se observaron hembras micticas entre los
descendientes de las hembras amicticas cultivadas a la densidad de 1 hembra/ml en
ninguna de las dos salinidades ensayadas. En cuanto a las hembras cultivadas a la
densidad de 5 hembras/ml, mostraron tasas de mixis mayores a 12 g/l de salinidad (TM=
0.038; DT= 0.017) que a 9 g/ de salinidad (ZM= 0.007; DT= 0.007); asi pues no se
observ6 un efecto modulador positivo del descenso de la salinidad sobre la tasa de mixis
del clon CU.

Metodologia para el estudio de la respuesta mictica a la densidad poblacional y su
regulacion por los factores internos genotipo y edad materna.

Las experiencias cuyos métodos se describen en este apartado se orientaron a estudiar
de forma detallada el cfecto estricto de la densidad poblacional sobre la produccién de
hembras micticas en individuos de la especie Brachionus plicatilis, la existencia del cual
ya fuc sugerida por los resultados de las experiencias preliminarcs. Ademads, se descaba
estudiar la influencia de dos factores internos, la edad de 1a hembra y su genotipo, en la
respuesta mictica a cste factor. Con estos objctivos se realiz6 un cstudio comparativo de
la respuesta mictica a la densidad de la cepa CU y de otras 12 cepas pertenecientes a la
misma especic. Dc estas tltimas, 7 eran cepas derivadas de CU mediante huevos
durables, y las 5 restantes eran cepas cultivadas en cl laboratorio y con diferentes
origenes geograficos. Tres de estas dltimas cepas ~ADN, MOIS, y SPO, procedentes
del litoral mediterraneo espaiol—- habian sido mantenidas en nuestro laboratorio desde
su aislamiento (véanse los capitulos 2 y 5). Las dos cepas restantes, RKL y RKE, fueron
cedidas por A. Ruttner—Kolisko; la primera de ellas es de origen austriaco y habia sido
cultivada durante mas de 25 afios en el laboratorio por esta investigadora mientras que
RKE procede de Colorado (USA) y le fue cedida a su vez por R.-W. Epp.
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En las cepas derivadas por medio de huevos sexuales de la cepa CU de
Brachionus plicatilis fue necesaria una fase de aislamiento, induccién de la eclosién de
los huevos, y establecimiento de los clones, previa al desarrollo del protocolo
experimental. Para el establecimiento de estas cepas, designadas aqui como CU1, CU2,
CU3, CU4, CUS, CU6, y CU7, se recogieron huevos durables procedentes de un cultivo
masivo de laboratorio de dicha cepa. Los huevos se separaron a partir del sedimento con
una pipeta Pasteur y se resuspendieron en agua de mar diluida a una salinidad de 12 g/l.
. A continuacién se. colocaron en v1alcs dc 10 ml envueltos en papel de alumlmo y se.
' conservaron en una cdmara frlgorlflca a una tempcratura de 4°C durante un periodo de
tiempo de un mes. Estas condiciones de ausencia de alimento y completa oscuridad
mantienen a los huevos en estado de latencia bloqueando su eclosion (Minkoff et al.,
1983). Si los huevos se mantienen en las mismas condiciones en que se originaron, el
patrén de eclosién que se observa es erratico. Segin Pourriot y Snell (1983) para
conseguir una eclosién sincrénica de los huevos es necesario que éstos experimenten un
periodo de bloqueo de al menos un mes. Transcurrido este periodo de tiempo se
colocaron 28 de estos huevos de forma aislada en pocillos que contenian un medio de
cultivo con 5x105 células de Tetraselmis sp./ml. Las condiciones para la eclosién fueron
25°C, 12 g/l de salinidad e iluminacién constante. Dos dias después eclosionaron 7 de
los 28 huevos durables, y las hembras originadas a partir de cada uno de ellos se
mantuvieron en los pocillos hasta que se dispuso de un pequefio cultivo con el que
establecer el cultivo madre utilizado en el protocolo experimental.

En el estudio realizado se analizd la respuesta mictica de las 13 cepas a dos
densidades (1 hembra/ml y 5 hembras/ml). Para estudiar el efecto de la densidad sin
superposicién del efecto del agrupamiento, las experiencias se realizaron con individuos
aislados, variando el volumen del medio de cultivo para obtener las densidades
experimentales deseadas. El disefio experimental utilizado implicé ¢l seguimiento
mediante observaciones periddicas, de las hembras cultivadas individualmente en estas
dos densidades experimentales, desde su nacimiento hasta su muerte. Esto permitié la
obtencioén de datos para el estudio de la dindmica poblacional y de la variacién de la
respuesta mictica en relacién con la edad. Para evitar que factores no controlados
afectaran a la comparacién entre densidades, siempre se realizaron simultidneamente los
ensayos a las dos densidades correspondientes a una cepa. A continuacién se describen
las técnicas empleadas para el establecimiento y seguimiento de los cultivos

individuales.
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Los cultivos experimentales se iniciaron con 12 individuos recién nacidos, los
cuales no habian sido alimentados, para cada una de las densidades ensayadas. Para
obtener estos individuos experimentales se utiliz6 el protocolo que se describe en el
apartado "Experiencias preliminares" (véase la figura 8.1). Asi, se recogieron 24
neonatos al azar separidndolos en dos grupos experimentales. Los 12 individuos
correspondientes a cada grupo experimental se aislaron en pocillos individuales y se
cultivaron a lo largo de toda su vida en una de las dos densidades experimentales: 1
hembra/ml 6 5 hembras/ml. Estas densidades se establecieron colocando los individuos
aislados en 1 ml y 0.2 ml de medio de cultivo respectivamente. De esta forma se
efectuaron 12 réplicas para cada una de las dos densidades ensayadas. El medio de
cultivo no se renovd durante el experimento y el crecimiento algal que se produjo
durante el mismo hizo innecesaria la adicién de alimento después de la inoculacién
inicial. A intervalos de 24 horas se separ0 la descendencia de las hembras
experimentales, lo cual atenud la variacién de las densidades de rotiferos en el medio
cultivo, y permitié el seguimiento de los descendientes para la determinacion del tipo de
hembra al que pertenecian. Estos descendientes se colocaron en otros pocillos con
medio de cultivo fresco donde se cultivaron de forma individualizada hasta que
alcanzaron la madurez reproductiva y pudieron ser tipificados como hembras micticas o
amicticas, segin que produjeran machos o hembras como descendientes.

Este proceso se repiti6 exactamente para cada una de las 13 cepas estudiadas, a
excepcién de la cepa ADN para la cual se realiz6 una repeticién adicional en la que sc
ensayl una densidad menor, 0.2 hembras/ml. Para ello los individuos experimentales se
cultivaron aislados en 5 ml de medio de cultivo. Ademas, se rcalizé una repeticién del
experimento para la ccpa CU bajo las mismas condiciones experimentales pero
renovando el medio de cultivo cada 24 horas con ocasién de la scparacidn de los
descendientes. | | |

La tasas de mixis en rclacién con la densidad para cada una de las cepas se
calcularon a partir de los datos como la proporcién de hijas que eran micticas con
respecto al total de descendencia fértil tipificada en cada una de las dos densidades

experimentales ensayadas.

Andlisis estadistico de los datos. El diseno experimental del estudio realizado tiene
un cardcter multifactorial que permite clasificar el total de descendientes tipificados en
el conjunto de experiencias que lo componen segin diferentes factores (C, clones o

cepas; D, densidad; E, edad de la madre; y H, tipo de hembra).
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Los datos recogidos mediante el referido diseno fueron analizados segun tres
prucbas estadisticas. (1) Con objeto de analizar la existencia de variabilidad en la
respuesta a la densidad de las cepas estudiadas, se llevé a cabo una prueba G de
independencia de tres vias (Sokal y Rohlf, 1979). Para ello, el nimero total de
descendientes tipificados se clasificd segiin tres factores: tipo de hembra al que
correspondian (mictica o amictica), densidad experimental a la que habian sido
cultivadas sus madres (1 hembra/ml 6 5 hembras/ml) y cepa a la que pertenecian. Este
andlisis estadistico hace una evaluacidn global —sobre ¢l conjunto de resultados— de la
| respuesta de las distintas cepas a la densidad. (2) Para evaluar dicha respuesta para cada
cepa, las diferencias entre las proporciones de hembras micticas a las dos densidades
ensayadas se analizaron utilizando una prueba estadistica para diferencias entre
porcentajes ("Test de igualdad de dos porcentajes”, pp 663-664 Sokal y Rohlf, 1979).
Dada la informacién previa de que se disponia se diseid a priori una prueba de una
cola, ya que se esperaba una mayor proporcién de hembras micticas a la mayor densidad
experimental ensayada. (3) Las relaciones entre la edad de la madre y la proporcién de
descendientes micticas se analizaron estadisticamente mediante una segunda prueba G
de independencia de tres factores. En esta prueba la descendencia se clasificé segin su
tipo (H, mictica o amictica), clase de edad en la que se encontraba su madre (E) y caso
experimental (CD); este ultimo factor aglomera los factores cepa (C) y condicion
experimental de densidad (D). Estas tres pruebas cstadisticas pueden tener relaciones de
dependencia entre si, y los niveles de significacion pucden verse afectados por ello. Sin
embargo, se opt6 por no realizar un unico andlisis de los datos debido a dos criterios: la
informacién que proporciona cada andlisis, y el que ¢l procedimiento empleado permite
evitar frecuencias esperadas demasiado bajas (véasc Snedecor y Cochran, 1971). Para
lograr este dltimo objetivo las edades fucron aglomeradas segin se describe en el

apartado de Resultados.

Andlisis demogrdfico de los datos. A partir de los datos obtenidos se calcularon los
valores de los principales parametros de la dindmica poblacional. La notacién empleada
para estos parametros es: I(x), proporcién de individuos supervivientes a la edad x; m(x),
tasa de fertilidad dependiente de la edad; e¢, esperanza de vida en el nacimiento; Ry,
tasa neta de reproduccién; y G, tiempo de generacion de la cohorte. (Para una
exposicion general de las formas de calculo y el significado de estos pardmetros véanse,
p-e., Tanner, 1978; Pianka, 1982; Krebs, 1985; Serra, 1987.) Para los paridmetros
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dependientes del tiempo la unidad utilizada es el dia, la cual coincide con el tiempo
transcurrido entre observaciones.

La totalidad de estos parametros se ha calculado para cada cepa y condicién de
densidad poblacional considerando dos grupos distintos dentro de las hembras
experimentales: (1) hembras amicticas que tnicamente produjeron descendientes
amicticas (Ha), (2) hembras amicticas que produjeron descendientes micticas y
amicticas. (Ninguna de las hembras experimentales produjo tinicamente descendientes
micticas.) Para este segundo grupo de hembras los pardmetros poblacionales globales se
calcularon segin dos criteros distintos, considerando la totalidad de la descendencia
(Hm); y considerando dnicamente las descendientes micticas (Hm(m))-

Para el célculo de los pardmetros demogréficos se utilizé un modelo de andlisis de
la dindmica poblacional (véase, p.c., en Serra, 1987, Modelo Ia) utilizando programas de
ordenador escritos en APL por M. Serra e implementados en un ordenador IBM-PS2 .

8.3. RESULTADOS

La tabla 8.2 muestra las tasas de mixis obtenidas en las distintas cepas de Brachionus
plicatilis cultivadas a dos densidades de poblacidn, 1 hembra/ml y 5 hembras/ml. Tal y
como se ha indicado en el apartado de Material, Métodos y Experiencias preliminares,
sobre el nimero de descendientes se realiz6 un andlisis de frecuencias mediante una
prueba G de independencia de tres factores para establecer si la respuesta a la densidad
resultaba modificada significativamente por la pertenencia a una u otra cepa (prueba de
independencia entre cepa, densidad y tipo de hembra C x D x H). En estc andlisis se
incluyeron todas las cepas a cxcepcion de CU4 debido a que su inclusion en el andlisis
implicaba frecuencias para los csperados menores que uno. Los resultados dec esta
prueba de independencia aparecen en la tabla 8.3. En clla puede verse que los tres
factores —cepa, densidad y mixis— no son independientes pudiendo dividirse el valor
total de G en componentes, cada uno de los cuales comprueba un aspecto diferente de la
dependencia conjunta de los tres factores. En el andlisis de la primera componente
(interaccibn C x D) se encontrd que la cepa y la densidad de poblacién eran
dependientes, lo que indica que las cepas tienen distintas fecundidades globales con
respecto a la densidad. La prueba de independencia entre tipo de hembra y cepa (C x H)
fue significativa; esto significa que las proporciones de hembras micticas y amicticas
son diferentes para las distintas cepas. Dado que existen 11 grados de libertad para esta
prucba, se puede realizar una subdivisién en contrastes separados a priori. Las doce
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Tabla 8.2. Efecto de la densidad de poblacién en 13 cepas de la especie Brachionus plicatilis
(n, nimero de descendientes; 4, nimero de descendientes amicticos; M, nimero de
descendientes micticos; TM, tasa de mixis; ¢s, valor del estadistico del "Test para diferencias
entre porcentajes”; p, probabilidad). Los nimeros que aparecen entre paréntesis a la
derecha de los nombres de las cepas asocian a aquéllas que se ensayaron dentro de un
mismo bloque experimental; esto es, simultdneamente.

DENSIDAD EXPERIMENTAL
1 hembra/ml 5 hembras/ml significacién?
n A M ™ n A M ™ ts P
CEPA
SPO 155 153 2 0.013 168 146 6 0.039 1.48 <0.1
MOIJS ) 218 206 4 0.019 124 112 2 0.017
ADN (3 138 124 11 0.081 106 98 6 0.060
RKL (3) 112 111 1 0.001 102 101 0 0
RKE () 241 238 0 0 168 164 1 0.006 1411 <0.1
CU 9 235 232 0 0 169 163 1 0.006 1.520 <0.1
CU1l (9 215 195 0 0 148 128 2 0.015 2.169 <0.025
CU2 (o) 113 104 0 0 79 72 0 0
CU3 (¢ 96 91 0 0 85 80 0 0
CUs 68 62 0 0 48 40 0 0
Cus o 241 232 4 0.017 169 157 8 0.048 1.774 <0.05
CU6 @) 291 282 0 0 171 162 3 0.018 2.757 <0.005
CU7 ) 229 201 24 0.106 162 139 14 0.091
Control® .
CU & 250 249 0 0 306 299 0 0

a. Los valores de probabilidad corresponden a la significacién estadistica dc las diferencias entre las proporciones
dc hembras micticas y amicticas encontradas a las dos densidades experimentales que se indican. La prueba
estadistica disefiada fue una prueba de una cola ya que a priori se esperaban mayores proporciones de hembras
micticas a la mayor densidad cxperimental. Por lo tanto, sdlo sc realizé dicha prueba en aquellas cepas en las que
se encontrd la relacién esperada. A efectos puramente indicativos, ya que resulta estadisticamente incorrecto, se da
a continuacién una lista de los valores encontrados para ¢s y p cuando se rcalizé una prueba de dos colas disefiada
a posterioni en aquellas cepas en las que los resultados mostraron una relacién inversa entre tasa mixis y densidad:
MOIJS (1s= 0.129, p<0.9); ADN (1s= 0.637, p<0.6); RKL (1s= 0.461, 0.8< p<0.6); CU7 (1s= 0.480, 0.8<p<0.6).
Obsérvese que las diferencias no son significativas.

Para una de estas cepas, ADN, se realizé una repeticién adicional (bloque experimental 4) pero a una densidad
pre-experimental menor (<0.2 hembras/ml), siendo las densidades experimentales 0.2 hembras/ml y 1
hembra/ml. Los resultados fueron los siguientes: TM a 0.2 hembras/ml= 0.134, TM a 1 hembra/ml= 0.192, dando
la prueba estadistica de una cola los siguientes valores: ts= 1.519, p<0.1 (0.2 hembras/ml: n= 201, A= 174, M=
27, 1 hembra/ml: n= 175, A= 139, M = 33). Esto es, se encontré el efecto esperado de la densidad.

b. Resultados de la repeticién de la experiencia realizada con el clon CU para determinar la influencia de la
renovacién del medio de cultivo en el efecto de la densidad detectado. Se utilizaron las mismas condiciones pero
renovando el medio de cultivo cada 24 horas.
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cepas proporcionan dos clases: la constituida por las cepas alejadas geograficamente en
cuanto a su origen de la cepa CU y que no guardan relacién de parentesco con ella
(SPO, MOIJS, ADN, RKL, y RKE), y la constituida por esta cepa y aquellas derivadas
de la misma por medio de huevos durables (CU, CU1, CU2, CU3, CUS, CU6, y CU7).
Las pruebas de independencia entre el tipo de descendiente y las cepas alejadas
geogrificamente de CU (Ca vs. H) es significativa, y lo mismo ocurre entre el tipo de
hembra y la cepa CU y sus derivadas (Cp vs. H). O sea, dentro de estos dos conjuntos de
cepas existen diferencias en las proporciones de descendientes micticas y amicticas. Sin
embargo, no fue significativa una prueba de independencia entre el tipo de hembra y las
cepas aglomeradas ahora en dos dnicas categorias (Ca y Cp), indicando que la
distribuci6én de descendientes micticas y amicticas puede considerarse independiente de

que las cepas pertenezcan a una u otra clase.

Tabla 8.3. Prueba G de independencia C x D x H (C, cepa o clon; D, condicién
experimental de densidad; H, tipo de hembra descendiente) con descomposicién del valor
total del estadistico G en sus componentes. Se indican los valores obtenidos para G, los
valores de probabilidad (p) y el nimero de grados de libertad (g.l.) asociados a cada una de
las pruebas. El anilisis se completé con una descomposicion del valor del estadistico G
correspondiente a la independencia C x H (Ca, cepas no derivadas de CU; Cp, CU y cepas
derivadas de CU).

Hipétesis analizada gl G P
Independencia Cx D 11 23.274 0.01-0.025
Independencia C x H 11 131.124 <0.001

CaxH “) (33.297) <0.001

CpxH 6) (97.635) <0.001

{Ca}, {Cp} x H2 1) (0.096) 0.7-0.8
Independencia D x H 1 1.773 <0.2
Interaccion Cx D x H 11 19.027 0.05-0.1
Independencia Cx Dx H 34 175.198 <0.001

a. Prueba de indepencia entre H y las cepas reunidas en las dos clases que se indican.
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La componente final para el anilisis es la interaccion trifactorial entre la cepa, la
densidad y el tipo de hembra (C x D x H). Esta interaccion, resulta significativa para
0.05 < p < 0.1 encontrandose el valor de G muy proximo al valor para p= 0.05. Por lo
tanto, la respuesta mictica a la densidad es dependiente de la cepa. Este resultado puede
ayudar a explicar otro resultado aparentemente paraddjico y es que no se puede concluir |
que la densidad y el tipo de hembra (D x H) sean dependientes, esto es, que la densidad
tenga un efecto neto para todas las cepas consideradas en conjunto, aunque el valor de
probabilidad es demasiado bajo para poder afirmar rotundamente la independencia de
dichos factores. '

La variabilidad en la respuesta de las cepas queda patente en la tabla 8.2 en la que
se observa que de las 13 cepas estudiadas, 3 no mostraron respuesta a la densidad (CU2,
CU3 y CU4) en el intervalo de las densidades estudiadas. En cuanto a las 10 cepas
restantes, en las que se observaron tasas de mixis distintas en relacion con la densidad
de poblacién ensayada, 6 mostraron el patrén esperado es decir un aumento de la
produccién de hembras micticas con la densidad, observandose en las 4 restantes el
patrén opuesto, si bien dicho patrén debe considerarse como un efecto de muestreo mas
que como la resultante de una respuesta inversa a la densidad. En efecto, mientras que
las cepas que mostraron el patron esperado dan resultados estadisticamente
significativos, los resultados de la prueba de dos colas practicada sobre las cepas con
respuesta inversa sugieren que €stos no son significativos (véase la nota al pie de la
tabla 8.2). Debe considerarse que las probabilidades en esta prueba de dos colas podrian
verse falseadas, va quc la prucba sc disenid a posteriori, una vez conocidos los
resultados. La repeticidon del experimento a una densidad menor (0.2 hembras/ml) con la
cepa ADN, una de las ccpas que habia mostrado mayor proporcion de hembras micticas
a la menor densidad experimental, mostr6 la relacidn csperada cntre mixis y densidad, la
cual resulté estadisticamente significativa (véase el pie de la tabla 8.2).

En cuanto a los resultados de la repeticion del experimento con la cepa CU pero
siguiendo una pauta de renovacién diaria del medio de cultivo mostraron una ausencia
de descendientes micticas en la dos densidades ensayadas.

La figura 8.2 muestra el nimero descendientes micticas con respecto al total de
descendencia tipificada que sc observaron a lo largo del periodo de puesta de las
hembras experimentales pertenecientes a los diferentes clones estudiados y que fueron
cultivados a dos densidades de poblacién. En las condiciones experimentales utilizadas
no se detectan descendientes hasta la segunda observacién después del nacimiento (48

horas) de las hembras experimentales, aunque la produccién de huevos se inicia al dia
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Figura 8.2. Distribucion de ios nimeros de descendientes micticas y amicticas a io largo del
periodo reproductivo de las hembras experimentales, pertenecientes a distintos clones,
cultivadas aisladamente en las densidades que se indican: clones SPO y MOJS. Los histogramas
corresponden al numero total de descendientes producido por 12 hembras entre una observacion
y la siguiente (cada 24 horas).
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Figura 8.2. Continuacion: clones RKL y RKE.
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Figura 8.2. Continuacion: clones CU2 y CU3.
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Figura 8.2. Continuacion: clones CU4 y CUS.
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siguiente del nacimiento. La duracién del periodo de puesta varia para los diferentes
clones. Considerando el total de situaciones experimentales, Gnicamente se observaron
descendientes micticas en las clases de edad pertenecientes al intervalo entre 1y 9 dias
de edad de las hembras experimentales, ambos inclusive.

El andlisis de independencia empleado para estudiat el efecto de la edad materna
sobre el tipo de descendientes se realiz6 sobre una tabla de contingencia trifactorial (CD
x E x H) en la que se incluyeron todas aquellas situaciones experimentales
(combinaciones de cepa y densidad experimental, CD) en las cuales se habian observado
hembras micticas entre los descendientes (15 casos: SPOj, SPO5, MOIJS;, MOIJSs,
ADNj, ADNs, ADNg.2, ADNy, CUs, CUls, CUS;, CUSs, CU6s, CU71 y CU7s) a
excepcién de dos casos (RKL3 y RKEs) que no se incluyeron en el andlisis por
determinar el que aparecieran frecuencias esperadas menores que uno. Cada uno de
estos casos se ha designado con el nombre de la cepa y la condicién de densidad
ensayada como subindice; para la cepa ADN, se indica con un ap6strofo la repeticion
del experimento a una densidad menor. El nimero total de descendientes producidos
durante los 8 dias en que se observaron descendientes micticas se agrupd en tres clases
de edad que reunieron las edades de la siguiente manera: clase de edad 1, edades 2 y 3
dias; clase de edad 2, edades 4 y S dias; clase de edad 3, edades 6, 7, 8, y 9 dias. A su
vez, los descendientes dentro de cada condicién experimental y clase de edad se
clasificaron como hembras micticas o amicticas (factor H). Con un criterio conservativo
de cara a la demostracién de dependencia de la mixis con la edad, se excluyeron las
cdades reproductivas tardias cn las que no se observdé mixis.

Los resultados de este segundo andlisis de contingencia de 3 vias se indican en la
tabla 8.4. La prucba de independencia CD x E x H es significativa, lo cual indica la
existencia de relaciones de dependencia entre los tres factores. La independencia CD x
E es también significativa, lo cual implica que el patron de fecundidad en relacion con la
clase de edad depende del par cepa—densidad. La distribucion de los descendientes en
las dos clases de hembras -micticas y amicticas— depende de la combinacion
experimental cepa—densidad, tal y como indica el valor de G obtenido para la
independencia CD x H. En el caso de la independencia E x H (véase también la figura
8.3), el valor de G obtenido es también significativo, y por lo tanto se puede rechazar la
hipétesis nula de independencia entre la clase de edad en la que se encuentra la madre y
la distribucion observada para sus descendientes en los dos tipos de hembras, micticas y
amicticas. Esto significa que existen diferencias en la distribucién de descendientes
asociadas con la edad de la madre. Dado que existen 2 grados de libertad en esta prueba,
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y que el valor de G es lo suficientemente grande (27.065) como para, en potencia,
proporcionar componentes significativos con un tnico grado de libertad, se realiz6 una
subdivisién de dicho valor para contrastar las distribuciones en los dos tipos de hembras
(micticas y amicticas) de los descendientes correspondientes a las dos clases de edad
que agruparon las mayores proporciones de descendientes (clase de edad 1 contra clase
de edad 2). La prueba de independencia de tipo de descendientes contra las dos clases de
edad es significativa, lo que implica que entre estas dos clases de edad existen
. diferencias en cuanto a las proporciones de descendientes micticas y amicticas
~ producidas. En cuanto al valor obtenido en el cilculo de la componente final, interaccién
CD x E x H, es significativo indicando que la distribucién de hijas micticas y amicticas
en las distintas clases de edad depende de la combinacién cepa—densidad de poblacidn.

Tabla 8.4. Prueba G de independencia CD x E x H (CD, caso experimental resultante de la
combinacion cepa-condicioén de densidad; E, clase de edad en la que se encuentra la madre;
H, tipo de hembra descendiente); descomposicion del valor total de G en sus componentes.
Se indican los valores obtenidos para G, los valores de probabilidad (p) y el nimero de
grados de libertad (g.l.) asociados a cada una de las pruebas. El andlisis se completa con una
descomposicién del valor de G para la independencia de E x H (E1, clase de edad 1; E2,
clase de edad 2).

Hipé6tesis analizada gl G p
Independencia CD x E 28 226.493 <0.001
Independencia CD x H 14 122.408 <0.001
Independencia E x H 2 27.065 <0.001

{E1}, {E2} x H? (1) (23.655) <0.001
Interaccién CD x E x H 28 80.283 <0.001
Independencia CD x E x H 72 456.246 <0.001

a. Prueba de indepencia entre H y las edades reunidas en las dos clases que se indican.
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Los resultados de este segundo andlisis de frecuencias (CD x E x H) indican una
relacién de dependencia entre la clase de edad en la que se encuentra una hembra y la
proporcién de descendientes micticas que ésta produce. En relacion con ello, hay que
tener en cuenta que los datos referentes a la descendencia de las hembras
experimentales utilizados en este andlisis se restringieron a la parte del periodo de
puesta en que se observaron descendientes micticas. Ademis, el criterio utilizado para la
asignaci6n de los descendientes a las tres clases de edad fue puramente cronoldgico, no
teniéndose en cuenta que una misma edad cronoldgica pudiera englobar edades
fisiol6gicas distintas, bien determinadas por diferencias genotipicas, y por ello
dependientes de la cepa (véase mas adelante la variacién en la duracién media de la vida
en las distintas cepas, eg en la tabla 8.5), bien por diferencias intragenotipicas, y por ello
dependientes de cada individuo. Por lo tanto, la relacion entre las tasas de mixis y la
edad podria verse afectada por estos dos motivos. Para estudiar si las conclusiones
podian verse alteradas por estas consideraciones, se calcularon las tasas en relacion con
las clases de edad segiin diversos criterios de asignacién de las edades de las hembras
experimentales a las clases de edad. Todos estos criterios consideraron todo el periodo
reproductivo; es decir, no desestimaron las edades tardias en las que no se produjeron
descendientes micticas, y se generaron siempre tres clases de edad. Los criterios fueron:
(1) cada clase de edad representa un tercio del pcriodo rcproductivo, el cual se
determind para la globalidad de las hembras experimentales; (2) cada clase de edad
representa un tercio del periodo reproductivo, el cual sc determiné para cada par cepa—
densidad; asi pucs, las clases de cdad 1 de dos cepas difercntes no hacen necesariamente

refercncia a los mismos dias dc vida; (3) cada clasc dc cdad representa un tercio del

Figura 8.3. Niumero de descendientes amicticas, micticas y tasas de mixis en relacién con la
clase de edad en la que se encuentran las madres, establecidas dichas clases de edad segin 4
criterios distintos. En todos los casos se consideraron unicamente aquellas cepas y
densidades en las que se habian observado descendientes micticas. Los tres primeros
criterios consideran el total del periodo reproductivo de las hembras dividiéndolo en tres
partes iguales cada una de las cuales corresponde a una clase de edad. En el criterio 1 el
periodo reproductivo se determiné globalmente para el total de las hembras experimentales,
en el criterio 2 el periodo reproductivo se determind para cada par cepa—densidad, y en el
criterio 3 para cada hembra experimental individualmente. El cuarto criterio corresponde al
establecido para el anélisis de independencia CD x E x H, en el que se consideraron sélo los
dias del periodo reproductivo en los que se observé descendencia mictica en alguna de las
cepas.
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periodo reproductivo, el cual se determind para cada hembra experimental; asi pues la
clase de edad 1 de dos individuos no hace referencia necesariamente a los mismos dias
de vida, aunque los dos individuos pertenezcan a la misma cepa. La figura 8.3 muestra
las tasas de mixis para cada clase de edad calculadas segin estos criterios, y también
segun el criterio utilizado en el analisis de frecuencias: En dicha figura se observa que
las conclusiones cualitativas se conservan y que las diferencias cuantitativas son muy
pequeiias. Nétese que los resultados més divergentes corresponden a los dos criterios
que podrian considerarse mas extremos. En el caso del criterio 4, el mas conservativo,
dnicamente se consideran los dias del periodo reproductivo en los que aparecen
descendientes micticas, excluyéndose la parte final del periodo de puesta en la que todas
las descendientes fueron amicticas; por lo tanto es explicable el que las tasas de mixis de
las clases de edad 2 y 3 sean semejantes siendo ligeramente superior la de la clase 3. En
el criterio 1 basta que un individuo tenga un periodo reproductivo mucho mas largo que
los restantes para que aumente considerablemente la amplitud global del intervalo
constituido por las edades reproductivas, y por lo tanto se desplaze el tercio final de
dicho intervalo a un grupo de edades en el que la mayoria de los individuos ya no tienen
descendientes o éstas son amicticas, de ahi la ausencia de descendientes micticas en la
clase de edad 3 obtenida segin este criterio. No obstante, independientemente del
criterio considerado la mayor proporcion de hembras micticas sc produce durante la fase
inicial del periodo reproductivo (véase la figura 8.3). Estos resultados sc conservan si se
consideran las tasas de mixis diarias obtenidas sumando cl total de descendientes
micticas y amicticas producido cada dia por cl total de hembras cstudiadas (figura 8.4).

Los resultados del analisis demogréafico aparecen cn la figura 8.5 y la tabla 8.5. La
figura 8.5 muestra las curvas de supervivencia y la cvolucién de la fecundidad
especifica de la ecdad a lo largo de la vida de las hembras pertenccicntes a las difcrentes
cepas en las dos condiciones de densidad ensayadas. Los valores de los principales
parametros globales dec reproduccion y de la esperanza dc vida en el nacimiento
aparecen en la tabla 8.5. A continuacion se hace una enumeracion de los aspectos mas
importantes puestos de manifiesto por estos resultados.

(1) Las curvas de supervivencia son curvas de Tipo I (véase, p.e., Krebs, 1985). Es
decir, para cualquier cepa y condicién de cultivo, la mortalidad especifica de edad
cambia con la edad, dando lugar a una curva caracteristica de organismos con
senescencia. (2) En las cepas estudiadas parece haber un efecto de la densidad sobre la
duracion de la vida, la cual se ve reducida con el aumento de la primera (vednse también
los valores de eg en la tabla 8.5), a excepcion de las cepas ADN, CUS y CU7 en la
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Figura 8.4. Numero total de descendientes amicticas, micticas y tasas de mixis obtenidos
diariamente en las 17 situaciones experimentales en las que se observo reproduccion sexual.
Las barras verticales indican los errores tipicos de las tasas de mixis.

repeticion del experimento a una densidad menor, y en las que se observd un ligero
aumento de eo en las hembras productoras de descendientes micticas (Hm) cuando estas
se cultivaron a la mayor densidad experimental. (3) Se observa una influencia de la
densidad de poblacion sobre la tasa neta de reproduccion; asi, los valores de Ro son
mayores a la menor densidad ensayada. Esto también puede observarse por inspeccion
de las curvas de fecundidad especifica de cada edad, las cuales muestran ademas que la
forma de la curva de la fecundidad es bastante similar para las dos densidades

ensayadas. (4) A pesar de la relacion resefiada en el punto anterior y de que, como se ha



establecido mas arriba, las densidades altas generalmente implican mayores tasas de
mixis, no existe una relacién generalizada entre Ry y la tasa de mixis (véanse las tablas
8.2 y 8.5), como se comprueba en las siguientes propiedades de los datos: (4a) los
valores del coeficiente de correlacion, 1, entre estos dos parametros, Rg y las tasas de
mixis, dentro de cada densidad son muy bajos y no son estadisticamente significativos (r
para la densidad de 1 hembra/ml= 0.037, n= 14; r para la densidad de 5 hembras/ml=
0.370, n= 14); (4b) la relacién entre Ry y la densidad se mantiene en las cepas que no
presentan reproduccién sexual, las cuales muestran la particularidad de que sus Ry
suelen ser bajas, o cuando las cepas no responden positivamente a este factor. (5) El
efecto negativo de la densidad sobre los pardmetros Rg y eg se conserva en la repeticién
del experimento realizada con la cepa CU cuando se siguié una pauta de renovacién
diaria del medio. Sin embargo, la densidad no afecta tan claramente al tiempo de
generacién de la cohorte G¢. (6) Los valores de los parimetros demograficos para las
hembras productoras de descendientes micticas y aquellas que sélo produjeron
descendencia amictica son bastante similares y varian aparentemente de forma irregular.
(7) Pese a la existencia de cierta variabilidad, los valores para los parametros
demograficos en las distintas cepas son comparables y coinciden con los de otros
estudios llevados a cabo con algunas de las cepas (Serra, 1987). Cabe destacar la
variabilidad que presentan en los valores para Rg, G¢ y ep la cepa CU y sus cepas

derivadas.

Figura 8.5. Curvas de supervivencia, l(x), y fecundidad, m(x), especificas de edad de las
hembras pertenecientes a las 13 cepas estudiadas en las condiciones de densidad que se
indican. Ambos parametros se han calculado considerando dos grupos distintos dentro de las
hembras experimentales: (1) hembras amicticas que dnicamente produjeron descendientes
amicticas (Ha), (2) hembras amicticas que produjeron descendientes micticas y amicticas.
Para este segundo grupo de hembras los dos pardmetros poblacionales se calcularon segiin
dos criteros distintos, considerando la totalidad de la descendencia (Hp), y considerando
Gnicamente las descendientes micticas (Hm(m))-
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Tabla 8.5. Resultados del andlisis demografico de los datos del estudio sobre el efecto de la densidad de poblaciéon en 13 cepas
de la especie Brachionus plicatilisQi: nimero de descendientes; e0: esperanza de vida en el nacimiento; R(0: tasa neta de

reproduccion; Ge: tiempo de generacidon de la cohorte; Ha: hembras productoras tinicamente de descendencia amictica; Hm:

hembras productoras de descendientes micticas y amicticas considerando para el calculo del pardmetro el total de la
descendencia,; hembras productoras de descendientes micticas y amicticas considerando para el calculo del parametro
unicamente la descendencia mictica).

DENSIDAD EXPERIMENTAL

l hcmbra/ml 5 hembras/ml

n ¢0 (ET) n eo (ET)

Ha Hm «a «m Ha Hm Ha Hm

CLON
SPO 9 1 7.06 (0.34) 8.50(1.00) 7 4 5.93 (0.75) 7.00(1.44)
MOJS 10 1 8.60(1.10) 12.50(1.00) 9 2 6.83 (0.80) 8.50 (1.00)
ADN 4 7 8.75 (1.49) 10.79 (0.78) 7 4 7.93 (0.65) 8.50 (0.71)
ADNO02 1 10 12.50(1.00) 7.60 (0.71) - 11 - 9.13 (0.88)
RKL 10 1 7.90 (0.56) 7.50 (1.00) 11 0 6.86 (0.31) -
RKE 11 9.23 (0.62) - 10 1 8.40 (0.90) 6.50 (1.00)
CU 10 11.50 (0.93) - 10 1 8.00(1.04) 16.50(1.00)
CUl 12 7.25 (0.49) * 10 2 5.20 (0.37) 8.50 (2.00)
CcuU2 12 8.67 (1.09) - 12 - 4.83 (0.19) -
Cu3 12 7.17(0.96) - 12 - 5.58 (0.61) -
Cu4 11 5.95 (0.37) - 12 - 5.50 (0.52) *
CUsS 10 2 10.40(1.06) 11.00(1.50) 3 9.93 (1.25) 11.17 (0.67)
Cu6 12 13.17(0.89) - 8 2 10.38(1.41) 10.00 (5.50)
cu7 4 8 11.00 (2.36) 9.38 (0.90) 5 5 8.50 (2.35) 10.30 (1.32)
Controla

CU 10 9.80 (0.76) 12 7.75 (0.49)

°8

a.Para determinar la influencia de la renovaciéon del medio de cultivo en el efecto de la densidad detectado en el clon CU se realizé una repeticion de la



Tabla 8.5. Continuacion.

DENSIDAD EXPERIMENTAL

lhembra/mi 5 hembras/ml

RO (ET) Ge RO (ET) Ge

Ha Hm Hm(m) Ha Hm Hm(m) Ha Hm Hm(m) Ha Hm Hm(m)

CLON
SPO 15.33 (1.67) 17.00(1.00) 2.00(1.00) 2.21 259 3.50 14.57(1.17) 16.50 (2.78) 1.50 (0.50) 264 2.65 1.33
MOIJS 17.60 (2.47)  36.00(1.00) 4.00(1.00) 3.63 5.08 6.00 10.78 (1.09) 13.50 (1.50) 1.00 (0.00) 264 3.07 1.00
ADN 11.25 (1.44) 13.29(1.34) 1.71 (0.36) 327 405 333 9.57 (0.57) 9.75(1.11) 1.50 (0.29) 293  3.03 1.50
ADNO2 26.00(1.00) 17.60 (0.79) 2.70 (0.34) 392 269 1.85 - 15.09(1.16) 3.00 (0.54) - 2.83 1.30
RKL 9.90(1.14) 13.00(1.00) 1.00(1.00) 255 261 1.00 9.27 (0.38) - - 2.34 : .
RKE 21.91 (1.55) - 3.02 - - 15.50 (0.95) 13.00(1.00) 1.00(1.00) 279 246  2.00
CU 23.50(1.18) - 3.96 E - 15.00 (1.03) 19.00(1.00) 1.00(1.00) 269 500 3.00
CU1 17.92(1.66) E 3.40 - - 11.70 (0.93) 15.50 (6.50) 1.00 (0.00) 268 4.00 3.00
cu2 9.67 (1.69) - 4.07 - - 6.58 (0.48) - - 1.86
CU3 8.00(1.61) - 3.59 . - 7.17(0.65) . - 2.88
Cu4 6.09 (0.56) - 2.33 - - 4.00 (0.52) - - 1.90 . -
CUs 18.80 (3.08)  27.00(1.00) 2.00(1.00) 393 378  4.00 1457 (2.82)  22.33 (1.76) 2.67 (0.88) 345 3776 4.00
CU6 24.00 (0.76) - - 4.39 - - 17.25 (2.10) 17.00 (3.00) 1.50 (0.50) 353 312 2.00
Cu7 17.25 (3.47)  20.00 (3.04) 3.00 (0.66) 346 379 379 11.20(4.86)  21.40 (0.93) 2.80 (0.74) 3.80 3.81 2.86
Controla

CU 28.50 (2.07) E . 4.06 . . 25.50 (0.91) . - 3.40 - *

a.Para determinar la influencia de la renovacion del medio de cultivo en el efecto de la densidad detectado en el clon CU se realizé una repeticion de la experiencia bajo las

mismas condiciones pero renovando el medio de cultivo cada 24 horas.



8.4. DISCUSION

Relacion entre la produccion de hembras micticas y la densidad de poblacion en la

especie Brachionus plicatilis

Los resultados de los experimentos realizados en el presente capitulo muestran que la
produccion de hembras micticas en Brachionus plicatilis es un fen6meno dependiente de
la.densidad. Las. hembras amicticas. cultivadas aisladamente producen por lo general
- porcentajes de hembras micticas significativamente mayores en la densidad de 5
hembras/ml que en la densidad de 1 hembra/ml. Estos resultados son consistentes con
los encontrados por Gilbert (1963b) en Brachionus calyciflorus utilizando un disefo
experimental similiar. En la especie B. plicatilis este efecto positivo de la densidad de
poblacién sobre la reproduccién sexual ha sido detectado por varios autores utilizando
cultivos masivos de laboratorio (Ito, 1960; Pozuelo, 1977; Lubzens et al., 1985; Snell y
Boyer, 1988) dentro de un amplio intervalo de densidades de poblacién. Sin embargo,
los escasos estudios que han sido realizados con pequeiios cultivos en los que el tamano
del grupo de organismos experimentales se encuentra controlado, permitiendo asi
estudiar de forma mas precisa la accion de la densidad poblacional, presentan resultados
poco consistentes. Hino e Hirano (1976) trabajando con Brachionus plicatilis
compararon los porcentajes de descendientes micticas obtenidos a partir de hembras
cultivadas de forma agrupada en dos densidades de poblacién, 1 hembra/ml y 5
hembras/ml (valores de densidad que coinciden con los ensayados aqui). Los
porcentajes dc hembras micticas obtenidos fueron significativamente mayores en la
densidad poblacional mds elevada, la cual ademas correpondia al mayor nivel de
agrupamicnto. Estas experiencias ponen de manifiesto la existencia de un efecto
positivo de la densidad poblacional sobre la mixis, pero cl disefio experimental utilizado
por estos autores no permite separar el efecto de la densidad poblacional sensu stricto
del posible efecto del agrupamiento. El protocolo experimental utilizado por Pourriot y
Rougier (1979), mas preciso, permite separar estos dos cfectos. Sin embargo, estos
autores no lograron poner de manifiesto el efecto de la densidad en las experiencias
realizadas con hembras cultivadas de forma aislada pertenecientes a una cepa de esta
misma especie, aunque detectaron una intensificacion de la reproduccién sexual como
consecuencia del aumento en el nimero de individuos cultivados en un volumen

constante de medio.
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En este contexto, las experiencias realizadas en este capitulo ponen de manifiesto
la existencia de un efecto de la densidad de poblacién sobre la reproduccién sexual en
esta especie sin interferencia del efecto del agrupamiento. No obstante, si se comparan
los resultados obtenidos con la cepa CU en estas experiencias y los obtenidos en las
experiencias realizadas de forma preliminar con esta misma cepa utilizando el disefno
experimental propuesto por Hino e Hirano (1976), se observa que aunque en ambos
casos existe un efecto positivo de la densidad, las tasas de mixis son mayores en las
hembras agrupadas (experiencias preliminares, tabla 8.1) que en las hembras cultivadas
individualmente (tabla 8.2). Puesto que las densidades ensayadas fueron las mismas en
ambos casos, las diferencias en los valores de las tasas sugieren la existencia de un
efecto del agrupamiento afiadido al efecto de la densidad sobre la produccion de
hembras micticas en las experiencias preliminares. Este efecto, como se comenta mas
arriba, fue puesto de manifiesto en esta especie por otros autores (Pourriot y Rougier,
1979). La influencia de los efectos de grupo en la respuesta mictica de los rotiferos ha
sido considerada como importante por algunos autores (p.c., Snell y Hoff, 1985), aunque
en Brachionus plicatilis tales efectos inicamente se han considerado en el estudio de
Pourriot y Rougier (1979) y parecen manifestarse de forma compleja.

Unas de las evidencias experimentales que han sido consideradas por algunos
autores (véase, p.c., Snell y Hoff, 1985) como mas convincentes en la demostracion de
la existencia de efectos de la densidad de poblacion en B. plicatilis son las experiencias
realizadas con renovacién del medio de cultivo (Hino e Hirano, 1976, 1977). Tanto en
estos trabajos de Hino ¢ Hirano (1976, 1977), como en el cxperimento realizado con la
ccpa CU siguiendo una pauta de renovacion del medio de cultivo que se ha presentado
aqui, se producc una supresion del efecto de la densidad sobre la mixis (véansc los
resultados para CU control en la tabla 8.2). El cambio del medio de cultivo a intervalos
de 24 horas suprime de forma efectiva la reproduccién sexual en este clon. Sin embargo,
la pauta de renovacion utilizada por Hino e Hirano (1976, 1977) implica cl cambio del
medio cada 2 horas, por lo que cabe pensar, aunque estos autorcs no dan datos acerca de
ello, que en la cepa de Brachionus plicatilis que ellos estudian es necesaria esta pauta de
renovacion tan frecuente para conseguir el efecto de supresion de la reproduccién
sexual.

La disminucién de la respuesta sexual con cambios frecuentes del medio de
cultivo sugiere fuertemente que la densidad ejerce su efecto a través de algtn factor que
condiciona el medio de cultivo. La acumulacién de una sustancia quimica en el medio

de cultivo liberada por los rotiferos o sintetizada en dicho medio ha sido sugerida por
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varios autores como mecanismo explicativo del efecto de la densidad (Gilbert, 1963b, en
B. calyciflorus; Hino e Hirano, 1976, en B. plicatilis). El modo de acci6n de la densidad
de poblacion es objeto de estudio y discusidn en el capitulo siguiente.

La densidad de poblacién ejerce también una accién significativa sobre la
fecundidad y la duracién media de la vida. Los valores de G¢ no cambian de forma tan
consistente con la densidad como los valores de los restantes pardmetros demogréficos.
Segin los resultados del presente estudio, la densidad de poblacién tiene una influencia
_ negativa sobre la tasa neta de reproduccién, asi como sobre las tasas de fecundidad
diarias. Este comportamiento es comiin a otras cepas de Brachionus plicatilis (véase

Pourriot y Rougier, 1979) pero difiere del observado por Gilbert (1963b) en una cepa de
Brachionus calyciflorus, la cual mostré una relacién de independencia entre Rg y
densidad poblacional. El efecto negativo de la densidad poblacional sobre Rp y eg se
conserva cuando el medio de cultivo se renueva diariamente (véase CU, y CU control en
la tabla 8.2) aunque los valores de estos pardmetros son mds elevados cuando las
hembras se transfieren diariamente a un medio fresco que cuando se mantienen a lo
largo de su vida en el mismo medio de cultivo. Esto sugiere que el efecto observado de
la densidad sobre estos parametros poblacionales podria deberse a una alteracién de las
condiciones del medio durante el periodo de cultivo que consecuentemente resulta mas
intensa en los cultivos mas densos, y es debilitada por la pauta de renovacién del medio.
Estas relaciones entre densidad y pardmetros demograficos pueden ser utilizadas para
descartar o apoyar hipétesis alternativas. En algunos trabajos antiguos (Buchner, 1941b)
sc propone una hipotesis explicativa de la naturaleza del efecto de la densidad segiin la
cual la aparicion de mixis en las poblaciones densas se debe a la "vitalidad de los
rotiferos”, cs decir sc encuentra relacionada con las altas tasas de crecimiento
poblacional. Sin embargo, Moro cn su trabajo de 1915 senala que la bisexualidad puede
presentarse tanto en condiciones que aumenten la fecundidad como en condiciones que
la reduzcan. Los resultados de Gilbert (1963b) en B. calyciflorus son consistentes con
esta idea, ya que le permiten concluir que las tasas de mixis son dependientes de la
densidad poblacional pero no pueden explicarse en términos de variaciones en las tasas
de reproduccion. La influencia negativa de la densidad de poblacién sobre las tasas
netas de reproduccion y la ausencia de relacion entre las tasas de mixis y este pardmetro
(Ro) detectadas en el presente trabajo permiten concluir, de acuerdo con Gilbert
(1963b), que la aparicién de mayores proporciones de hembras micticas a la densidad
poblacional més alta no puede interpretarse como directamente asociada a mayores

tasas netas de reproduccion.
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La consideraciéon de Buchner (1941b), segin la cual las altas tasas de
reproduccién favorecen la bisexualidad y las bajas tasas de reproduccién tienden a
inhibirla, ha tomado fuerza en los ultimos afios debido a los resultados de algunos
trabajos realizados con cultivos masivos de B. plicatilis en los que se detecta una
relacion entre las tasas de crecimiento poblacional (7) y las tasas de reproduccién sexual
(Lubzens et al., 1985; Snell y Boyer, 1988). Estos autores sugieren que la reproduccion
sexual en B. plicatilis se produce cuando la tasa de crecimiento poblacional es alta, la
cual se considera representativa de la tasa de reproduccion partenogenética. Esta
asociacion entre mixis y tasa de reproduccién resulta inconsistente con los resultados de
los autores que trabajan con cultivos individuales de diversas especies de rotiferos y en
los que se ha detectado una relacién de independencia entre las tasas de mixis y las tasas
de reproduccién (Gilbert, 1963b en B. calyciflorus; los presentados aqui en B. plicatilis;
Rougier et al., 1977 y Pourriot et al., 1987 en B. rubens; Gilbert, 1968 en Asplancha
brightwelli; Pourriot y Clément, 1975 y Clément y Pourriot, 1977 en Notommata
copeus). La divergencia de resultados puede explicarse por el uso de diferentes disefios
experimentales. De hecho, en las discusiones de estos trabajos no se considera la
importancia que los efectos de la estructura en clases de edad de la poblacién, inherente
a los cultivos masivos, pueden tener sobre la reproduccion sexual, maxime cuando se
postula la existencia de cambios dependientes de la edad cn la tasa de mixis (Rougier y
Pourriot, 1977; Pourriot vy Rougier, 1977, véasc también el apartado anterior de
Resultados). En efecto, cuando la poblacién se encucntra en fase dc crecimicento
exponencial, en su composicién en clases de edad existc un predominio de individuos
jOvenes que, segln los trabajos quc se citan arriba, son los que presentan tasas de mixis
mas altas. Ademds, a mayor tasa de crecimicnto cxponcncial, mavor tenderd a scr cl
predominio de los jévenes, comportando asi una tendencia al incremento de la tasa de

mixis poblacional.

El efecto del genotipo materno sobre la respuesta mictica a la densidad en

Brachionus plicatilis

Los valores de descendientes micticas y amicticas encontrados para las 13 cepas
estudiadas son indicativos de la existencia de diferencias entre ellas en la respuesta
mictica a la densidad. Los distintos clones responden con diferentes proporciones de
descendientes micticas. Incluso alguno de los clones no presenta mixis en las

condiciones exploradas aqui. Dado que estas diferencias se manifiestan dentro de unas
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mismas condiciones experimentales, probablemente sean debidas a diferencias genéticas
en la capacidad para expresar la mixis. No se puede descartar enteramente que algunas
de las diferencias entre cepas sean debidas a la accién de factores dificiles de controlar,
como la calidad del cultivo de algas. No obstante, las diferencias se mantienen entre
cepas ensayadas en un mismo bloque experimental. La variabilidad interclénica en la
respuesta mictica y su posible origen genético han sido puestos de manifiesto en otros
estudios sobre diversos aspectos de la reproduccién sexual en Brachionus plicatilis
- (Hino € Hirano, 1977; Snell y Hoff, 1985; Lubzens, 1989), asi como en otras especies de.
este género y de otros pertenécientcs a los rotiferos monogonontes (véase la revisién
bibliogréfica presentada en el capitulo 7).

Los datos presentados aqui también muestran que las condiciones de densidad
necesarias para la produccién de hembras micticas no son las mismas para todas las
cepas estudiadas. Asi, algunas de las cepas no presentan reproduccién sexual en las
condiciones ensayadas, y otras no responden positivamente al aumento de la densidad.
La imposibilidad de detectar una relacion entre la reproduccion sexual y la densidad en
algunas de las cepas puede deberse a que éstas presenten diferencias en sus valores
umbrales de densidad para la produccién de hembras micticas. Snell y Boyer (1988)
determinaron un valor umbral de 0.147 hembras/ml para la produccién de hembras
micticas en su cepa de B. plicatilis, un valor mucho menor que la menor densidad
experimentada en el presente trabajo (1 hembra/ml). Por lo tanto, si alguna de las cepas
estudiadas aqui presentara un valor umbral muy bajo, su mantenimiento durante el
cultivo preexperimental a un valor de densidad poblacional superior a este valor umbral
podria afectar a su respuesta a la densidad durante el cultivo experimental. Esta idea
resulta apoyada por los resultados del experimento rcalizado con la cepa ADN. Esta es
una de las cepas que no present6 respuesta positiva a la densidad para las condiciones
generales del ensayo. Sin embargo, utilizando una densidad preexperimental menor
(<0.2 hembras/ml) y un intervalo de densidades expcrimentales con valores més bajos
(0.2 hembras/ml y 1 hembra/ml), la cepa ADN mostré una respuesta mictica
significativamente positiva a la densidad. Asi, una posible explicacion es que las cepas
tienen diferentes niveles de sensibilidad en su respuesta mictica a los factores
ambientales y la historia previa de los neonatos utilizados en los experimentos puede
afectar las respuestas de estos individuos a la densidad de poblacién.

El hecho de que algunas cepas no presenten reproduccién sexual puede deberse a
que estas cepas carezcan de capacidad para reproducirse sexualmente o a que las
condiciones no sean las adecuadas. Es posible que estas cepas posean umbrales mas
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altos de densidad para su reproduccion sexual, es decir que tengan una baja sensibilidad
al factor inductor de la sexualidad; la densidad de poblacién en este caso. En el estudio
realizado por Hino e Hirano (1977) sc encontraron también muchas diferencias en la
frecuencia de produccién de hembras micticas de 20 cepas derivadas de huevos
durables. Dentro de las mismas condiciones experimentales, la proporcién de hembras
micticas fue variable entre cepas, no detectandose pr(;duccién de hembras micticas en
una de ellas.

El grado de variabilidad en la respuesta mictica a la densidad entre las cepas
derivadas de huevos durables de la cepa CU es similar al de las restantes cepas, no
emparentadas con CU. Este resultado pone de manifiesto la capacidad de generar
variabilidad genética que tiene el proceso de recombinacién durante la reproduccién
sexual y la gran varianza mantenida en el genoma de la cepa CU. Los estudios de las
tasas de mixis realizados en clones derivados de huevos durables resultantes de la
fertilizacion intraclénica de cepas con distintas tasas de mixis sugieren una base
poligénica para la capacidad de reaccionar a los factores promotores de la mixis
(Buchner, 1977). Dicha generacion de variabilidad resulta patente también en otros
rasgos vitales de las cepas derivadas, tal y como ponen de manifiesto los valores de los
paradmetros poblacionales. Estos resultados coinciden con los de Hino e Hirano (1977) y
Lubzens (1989) en Brachionus plicatilis, y con los de Gilbert (1983c) en Asplanchna
brightwelli, quienes encontraron una gran variacién entre los niveles de mixis de las
cepas derivadas de una misma cepa parental. Los resultados presentados aqui, junto con
los de cstos autores, muestran que los cultivos iniciados a partir de huevos durables
pucden ser muy variables en cuanto a sus caracteristicas reproductivas y por lo tanto no
resulta muy adecuado el uso de individuos procedentes de huevos sexuales para realizar
repeticiones dentro de un mismo diseiio experimental, uso que ha sido practicado por
algunos autores (Hino ¢ Hirano, 1977; Snell y Boyer, 1988). Ademds, los resultados
presentados aqui permiten evaluar la variabilidad generada por rccombinacién como
equivalente a la que existe entre cepas de origenes muy distintos.

En conjunto, los valores de las tasas de mixis que se han encontrado son bastante
bajos cuando se comparan con los resefiados para Brachionus plicatilis en la bibliografia
(véase la recopilacion realizada por Snell, 1987, y el trabajo de Hawigara e Hino, 1989).
En la mayoria de estos estudios no se emplean disefios experimentales comparables a
los utilizados aqui y por lo tanto s6lo algunos de ellos sirven de referencia para los
resultados obtenidos. Las tasas de mixis encontradas por Pourriot y Rougier (1979)

tienen un valor similar al de la mayor tasa encontrada en el presente trabajo, la

194



correspondiente a la cepa CU7 (0.121 y 0.106 son, respectivamente, los valores de la
tasa de mixis para la cepa estudiada por estos autores y para la cepa CU7). El disefio
experimental empleado por Hino e Hirano (1976) coincide con el de las experiencias
preliminares realizadas aqui. No obstante, también en este caso las tasas de mixis de la
cepa CU son mis bajas que las detectadas por estos autores. Asi, las tasas de mixis para
CU en la mayor densidad poblacional son comparables a las obtenidas en la cepa
estudiada por Hino e Hirano (1976) cultivada en su menor densidad experimental. Las
tasas de mixis para RKE y RKL, las dos cepas cedidas por A. Ruttner-Kolisko son
‘menores ‘que las resefiadas por ‘esta autora’en sutrabajo de 1985 (0.03 y 0.01 -
respectivamente), aunque no se indican las condiciones en las cuales fueron obtenidas
estas tasas.

Estas divergencias cuantitativas de la respuesta mictica a la densidad observadas
en los resultados de distintos autores se podrian explicar como una consecuencia de
diferencias genéticas entre las distintas cepas de una misma especie o de algunos
aspectos metodoldgicos de los diferentes experimentos. Ademas, en el caso de las cepas
mantenidas en el laboratorio, estas diferencias podrian verse acrecentadas por el
debilitamiento de la respuesta mictica que, seglin sugieren algunos autores (Hino e
Hirano, 1976; Rougier y Pourriot, 1977; Ruttner—Kolisko, 1985; Buchner, 1977, 1987),
se produce tras largos periodos de cultivo masivo en el laboratorio. Este debilitamiento
de la capacidad para reaccionar al factor promotor de la mixis, la densidad de poblacién
en cste caso, podria haber afectado la respuesta de algunas de las cepas que s¢ han
estudiado en el presente trabajo y que se habian mantenido durante varios anos en
cultivos de laboratorio. Las condiciones de cultivo en cl laboratorio, tal y como se indicé
cn ¢l capitulo 7, pueden implicar una scleccién de las tasas de mixis bajas. Bajo las
condiciones estables de los cultivos de laboratorio, por lo general los huevos durables se
eliminan cuando se transfierc la cepa a un mecdio nuevo, a excepcién de los que
eclosionan espontineamente, lo cual constituye un suceso raro en estas condiciones. En
estas circunstancias, si en la poblacién existen individuos con menor capacidad
heredable para la reproduccion sexual, éstos acabardn dominando produciéndose la
citada seleccién a favor de las bajas tasas de mixis. Una explicacién similar ha sido
sugerida también por Hino ¢ Hirano (1976). _

Sin embargo, las bajas tasas de mixis en las cepas derivadas que se han estudiado
aqui son dificiles de explicar como el resultado de una seleccion genética durante los
largos periodos de cultivo en el laboratorio, ya que estas cepas fueron mantenidas poco
tiempo en cultivo antes de su uso en los experimentos. Algunos autores han detectado un
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bloqueo de Ia reproduccién sexual durante las primeras generaciones de algunas de las
hembras derivadas de Hucvoé durables (Hino ¢ Hirano, 1977, Gilbert, 1983c; Hawigara e
Hino, 1989). Este fen6meno se ha intcrprctado_ COmo un mecanismo para asegurar el
crecimiento de la poblacién, via reproduccién asexual, cuando se produce la eclosion de
los huevos durables. No obstante, ésta no es una explicacién pausible en este caso
puesto que ¢l nimero de generaciones entre la cclqéién del huevo y el uso de la cepa
generada a partir de €l en los experimentos presentados fue el suficiente como para
asegurar la pérdida del posible bloqueo de la sexualidad. Segiin los resultados de Hino e
Hirano (1977) un 70% de las cepas derivadas de huevos durables comienzan a producir
descendientes micticas antes de la octava generacién. Una posible explicacion para los
relativamente bajos valores de descendientes micticas producidas por las cepas
derivadas de huevos durables de la cepa CU podria fundamentarse en dos aspectos. En
primer lugar, los valores de las tasas de mixis de las cepas derivadas deben de estar
condicionadas por su procedencia via fecundacién intraclénica de una cepa con tasa de
mixis baja. En segundo lugar, segiin un estudio realizado por Hagiwara e Hino (1989),
las condiciones externas durante el periodo de latencia y la incubacién de los huevos
durables afectan las caracteristicas reproductivas de los clones derivados de ellos. Los
resultados del citado estudio mostraron que hay relacién entre las condiciones a las que
se someten los huevos durables durante el periodo de latencia y las tasas de mixis que
presentan las estirpes fundadas por dichos huevos. Segin estos autores los huevos
durables que han experimentado como condiciones inhibitorias 4°C y oscuridad (las
utilizadas para los huevos durables de CU), fundan cepas con menores tasas de mixis,
mientras que aquellos que se incuban inmediatamente después de su formacién en las
mismas condicioncs en que se originaron dan lugar a clones con tasas de mixis mds
altas. Estos mecanismos podrian controlar la dindmica poblacional de Brachionus
plicatilis en la naturaleza. Si los huevos durables del sedimento eclosionan tras un
periodo invernal de diapausa, los clones derivados experimentarian un ripido
crecimiento poblacional. Contrariamente, si los huevos eclosionan sin experimentar un
periodo de inhibicién los clones tienen altas tasas de mixis y producen un gran nimero
de huevos durables que permitirdn el restablecimiento de la poblacién en la siguiente

estacion.
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et

Influencia de la edad de las hembras parentales sobre el tipo de hembra

descendiente

La aparici6n de descendientes micticas entre la progenie de las hembras de Brachionus
plicatilis no es constante a lo largo del periodo reproductivo de las hembras de esta
especie. Los resultados del presente estudio indican que se producen cambios
dependientes del tiempo de cultivo en la tasa de mixis de Brachionus plicatilis.

- Los cambios -de las tasas de mixis-en rclac10n con el -tiempo- de cultivo de las -

| hcmbras expenmcntales dependen de la 'ccpa a la que éstas pertenecen y de las

condiciones de densidad en las que han sido cultivadas. No obstante, considerando
globalmente los resultados, el patrén mas general que se ha encontrado es aquél en el
que la mayor proporcién de nacimientos de hembras micticas se produce durante la
primera parte del periodo reproductivo de las madres y va disminuyendo a lo largo del
periodo de cultivo. Este patrén de disminucion temporal de las tasas de mixis se
mantiene independientemente del criterio utilizado para la asignacion de las edades de
las hembras a las tres clases de edad establecidas, con la tnica excepcidn del criterio
utilizado en el andlisis de frecuencias (criterio 4) que es el mas conservativo y favorece
la no deteccién de diferencias entre las clases 2 v 3.

Los cambios en las proporciones de hijas micticas asociados al tiempo de cultivo
podrian atribuirse en principio a distintos fenémenos: (1) la existencia, de acuerdo con
algunas de las hipétesis que tratan dc explicar el cfecto de la densidad, de un
autocondicionamiento del medio de cultivo ya que éstc no sc renueva durante cl
experimento; (2) la influencia de cambios en las caracteristicas nutricionales del medio
(cambios cualitativos o cuantitativos de las algas utilizadas como alimento); (3) el cfecto
de la edad matema sobre la frecuencia dc aparicion dc los dos tipos de hembras
descendientes. Obsérvese que el primer fenémeno para ser relevante a lo que se estd
discutiendo requiere tanto de la citada hipétesis del efecto de la densidad como de otra
adicional, a saber, que la sensibilidad de la hembra al cfecto de la densidad no se pierde
con la edad.

En el caso de que el patron observado fuera la consecuencia del
autocondicionamiento del medio como efecto de la densidad cabria esperar un aumento
progresivo de las tasas de mixis, lo cual es justamente el patrén contrario al que en
general se ha observado, aunque en algunas de las cepas podria producirse un efecto de
este tipo. Por lo tanto, de existir un efecto de autocondicionamiento del medio en los

experimentos aqui desarrollados, éste seria suficientemente débil como para quedar
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enmascarado por otros procesos, o iria acompanado de una disminucién en la
sensibilidad de las hembras con la edad.

El efecto de cambios en el alimento ha sido invocado para explicar variaciones
temporales en las tasas de mixis durante el cultivo individual de rotiferos por Lubzens y
Minkoff (1988) quienes encontraron una relacién entre mixis y tiempo de cultivo
marcadamente diferente a la encontrada aqui. En sus resultados, las tasas de mixis
siguen una curva unimodal cuyo valor maximo coincide con la parte media del periodo
reproductivo de las hembras, y luego disminuyen lentamente. El patron encontrado aqui
tampoco coincide con ninguno de los complejos patrones observados por estos autores al
variar las condiciones de cultivo (renovacién diaria del medio y uso de alimento
envejecido). Lubzens y Minkoff (1988), considerando el conjunto de sus experimentos,
concluyeron que el patrén unimodal observado en medio confinado era el resultado de
un efecto del envejecimiento de las algas utilizadas como alimento sobre la
reproduccién sexual. Esto explicaria tinicamente la fase decreciente de la tasa de mixis
con la edad observada por estos autores. No parece posible aplicar una argumentacion
parecida a los resultados encontrados en el presente trabajo. En primer lugar, las
diferencias entre los patrones resefiados aqui v por los autores citados deben prevenir
contra cualquier aplicacién directa de su explicacion. Ademas y mas crucialmente, no se
observé envejecimiento algal, antes al contrario, domind el crecimiento durante los
ensayos.

Por lo expucsto, la explicacion mas pausible para la variacion observada es la
existencia de un cfecto de la edad materna semejante al hipotetizado cn otras especics
de este género, B. calyciflorus y B. rubens (Pourriot y Rougier, 1976, 1977; Rougier y
Pourriot, 1977), donde las mayores tasas de mixis sc producen durante la parte inicial
del periodo de reproduccion. En estas dos cspecies se ha estudiado intensivamente el
efecto de la edad matemna cn diversas condiciones de cultivo. Tanto en medio confinado
como en medio renovado la produccién diaria de hembras micticas, que ¢s muy alta al
principio, disminuye rapida y progresivamente durante la vida de las hembras.

Este patron de disminucion de la proporcién de hembras micticas pone en relacion
los ritmos de reproduccién sexual con el proceso de envejecimiento de las hembras, las
cuales al final de su vida unicamente producen descendientes amicticas. La edad
materna debe considerarse pues como un factor interno que controla la produccion de
hembras micticas, modulando el efecto de otros factores externos tales como la densidad
poblacional. La existencia de cambios dependientes de la edad en la tasas de mixis tiene

implicaciones importantes a nivel poblacional ya que ocasionaria modificaciones de la

198



tasa de mixis poblacional a lo largo del tiempo dependiendo de c6mo cambiara la

estructura de edad de la poblacién.
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9. LA ACCION DE LA DENSIDAD POBLACIONAL SOBRE LA MIXIS A
TRAVES DEL CONDICIONAMIENTO DEL MEDIO DE CULTIVO

9.1. INTRODUCCION

Los organismos partenogenéticos ciclicos, mediante la combinacion de la reproduccion
sexual y asexual en sus ciclos vitales pueden beneficiarse de las -ventajas de. ambos.
sistemas de rcproduccién (Maynard—Smith, 1978; Bell, 198'2).‘Sin embargo, esta Opcién
es relativamente rara entre los metazoos (Hebert, 1987) lo cual sugiere que la
partenogénesis ciclica puede implicar en ocasiones problemas especiales. Lynch y
Grabiel (1983) mencionan tres posibles obstdculos en la adopcién y mantenimiento de
este sistema de reproduccion: la existencia de barreras citogenéticas extremadamente
estrictas, la aparicién temprana de constricciones evolutivas, y la interferencia con los
organismos partenogenéticos obligados derivados secundariamente. Ademads, es posible
que el aumento de complejidad en el ciclo vital que implica la partenogénesis ciclica
constituya por si mismo un obstdculo, puesto que un ciclo de vida que emplea dos
modos de reproduccién debe ser necesariamente mas complicado que cualquiera de las
dos alternativas (Hobaek y Larsson, 1990).

Los organismos partenogenéticos ciclicos deben hacer en el momento oportuno v
de forma correcta el cambio de la reproduccién asexual a la sexual basado en estimulos
ambicntales. Durante este cambio, su proporcién scxual secundaria debe variar de 0 a
0.5 si la inversion de los padres ¢n descendientes de ambos sexos es la misma (Fisher,
1930; es mds, como cn el caso de los rotifcros la produccion de un macho
probablemente cueste menos que la de una hembra, ¢l valor final debera ser mayor que
0.5). La maduracién de la progenie masculina debe sincronizarse con la produccién de
huevos sexuales para asegurar la fertilizacion de los mismos. Ademas en algunos grupos
de partenogenéticos ciclicos, como es el caso de los rotiferos, la fase sexual del ciclo
vital se encuentra asociada con la diapausa, ie., con la formacién de huevos de
resistencia, y en ocasiones precede a un periodo adverso e¢n el que la supervivencia
resulta improbable de otra forma. Bajo estas circunstancias, el momento para el inicio
de los procesos sexuales resulta particularmente critico, ya que estos deben completarse
mientras que el hdbitat todavia permite el crecimiento y la producciéon de huevos.
Empezar demasiado pronto implica una pérdida de crecimiento potencial de la poblacién

y como consecuencia una escasa produccién de huevos durables. Retrasar demasiado el

201



cambio puede imposibilitar el que la formacién de huevos durables concluya con éxito.
Por lo tanto en esta fase parece inevitable la existencia de una fuerte seleccion para el
momento dptimo del cambio (vedse el capitulo 7, y en particular el apartado 7.5). La
importancia de que el cambio se produzca en el momento oportuno dependerd de la
probabilidad de sobrevivir el periodo critico sin diapausa.

En los rotiferos los huevos latentes son normalmente scxuales, y requieren del
proceso de fertilizacién. Por contra, los huevos diploides partenogenéticos se desarrollan
directamente en hembras que pueden ser de dos tipos (micticas y amicticas). La
produccién de hembras micticas es el proceso inicial de la fase de reproduccién sexual.
En el cambio de la fase de reproduccion asexual a la fase de reproduccion sexual se han
implicado tanto factores externos como internos (véanse los capitulos 7 y 8). Tal vy como
se ha puesto de manifiesto en el capitulo 8 del presente trabajo la densidad de poblacién
es un componente importante en el desencadenamiento de la reproduccién sexual, ya
que se trata del factor relacionado de forma mas consistente con la sexualidad en cl
género Brachionus, tanto en cultivos de laboratorio (Ito, 1960; Gilbert, 1963b, 1977b;
Hino y Hirano, 1976; Pozuelo, 1977; Pourriot y Clément, 1981; Snell v Bover, 1988)
como en poblaciones naturales (Buchner, 1941b; Wesenberg—Lund, 1930; Ito v Iwai,
1958; Bogoslavsky, 1963) v naturales manipuladas (Miracle y Guiset, 1977).

El modo de accién de la densidad de poblacién en los cultivos de Brachionus ha
sido tentativamente atribuido a la acumulacién de alguna sustancia liberada en el medio
de cultivo por los propios rotiferos (Gilbert, 1963, 1977b; Hino y Hirano, 1976), aunquc
no se ha llevado a cabo una demostracion dirccta de la existencia de tal sustancia.

Los cxperimentos que sc describen a continuacion fucron discnados para
determinar si ¢l estimulo proporcionado por el hacinamicnto para la produccién de
hembras micticas cen la especic Brachionus plicatilis era una scnal mediada
quimicamente. Es decir, si efectivamente la densidad poblacional ejercia un cfecto sobre
la reproduccion sexual a través de algin factor que condicionaba ¢l medio de cultivo. La
aproximacion realizada en ¢l presente estudio consistié en probar si el medio dc cultivo
previamente condicionado presentaba propiedades inductoras sobre la produccién de

hembras micticas equivalentes a las de las hembras vivas.
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25°C, 12g/1 Salinidad
1?/mi de Brachionus plicatilis

8x103 cels Tetrasclmis sp. /mi
CULTIVO
PREEXPERIMENTAL

Control de la densidad

30 pm

Filtracio'n grosera

0.43 pm

Agua de mar diluida, Filtracion
salinidad 12 g/ 1

MEDIO MEDIO

CONTROL PRECONDICIONADO
Adicion de algas Adicion de algas
(8 xI03 cels./mi) (8 xI03 cels./mi )
Inoculacion de rotiferos Inoculacién de roti'feros

CULTIVOS
EXPERIMENTALES

8-11 dias
I

Figura 9.1. Protocolo experimental utilizado en el Experimento 1: ensayos 1,2 y 3.
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1$ / mi de Brachionus plicatilis

Agua de mar diluida,
salinidad 12 g/1

MEDIO
CONTROL

Adicion de algas
(8 xI05 céls./ml)

Inoculacion de rotiferos

25°C, 12g/T Salinidad
8x10®céls. Tetraselmis sp./mi

19 -ltuni

II dias

2.3 naupll de Artemia / mi

CULTIVO
PREEXPERIMENTAL

Control y ajuste
de la densidad

30 |im

Filtraciéon grosera

0.45 jjm
Filtracion
MEDIO
PRECONDICION ADO

Adicion de algas
(8 xI05 cels./mi )

Inoculaciéon de rotiferos

CULTIVOS
EXPERIMENTALES

Figura 9.2. Protocolo experimental utilizado en el Experimento 1: ensayo 4.
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9.2. MATERIAL Y METODOS

En todos los experimentos se utilizé el clon CU de Brachionus plicatilis cultivado a una
temperatura de 25°C y 12 g/l de salinidad, y alimentado con un exceso de Tetraselmis
sp.. Los cultivos de Artemia salina utilizados en los experimentos que se describen a
continuacién fueron establecidos a partir de quistes desecados siguiendo basicamente el
procedimiento descrito por Amat (1980). Estos cultives se mantuvieron en las mismas
condiciones .que los. cultivos de rotiferos, las caracteristicas generales de los cuales. ya
han sido descritas en el capitulo 3.

Para estudiar el efecto de un medio previamente condicionado, por el crecimiento
de rotiferos en el mismo, sobre la produccién de hembras micticas en el clon CU de B.
plicatilis, se han utilizado dos tipos de cultivos diferentes (masivos e individuales) que
implicaron dos disefios experimentales distintos, que junto con sus resultados se han
denominado aqui Experimento 1 y Experimento 2. En ambos casos se ha estimado y
comparado la produccion de hembras micticas en dos condiciones experimentales

diferentes: medio precondicionado frente a medio fresco.
Experimento 1: cultivos masivos

La rutina experimental utilizada aparece esquematizada en la figura 9.1. Dicha rutina
sc iniciaba con el establecimiento de cultivos masivos preexperimentales. Para ello se
inoculaban hembras amicticas ovigeras a una densidad de 1 hembra/ml en 100 ml de un
cultivo de Tetraselmis sp. cuya concentracién se habia ajustado a 8x105 células/ml.
Estas hembras procedian de un cultivo madre que se cncontraba cn fase de crecimiento
cxponencial tardia (véase el capitulo S). Tras un periodo de cultivo de 5 dias se media la
densidad alcanzada por la poblacidn de rotiferos y se procedia a la filtracién del cultivo.
El proceso de filtracion se efectuaba en dos fases: primero se realizaba un filtrado
grosero a través de gasa de algoddn, y posteriormente otro a través de un filtro de
nitrocelulosa de 0.45 pm. El filtrado, tras la adicion de alimento, se utilizaba como
medio precondicionado en uno de los cultivos experimentales de rotiferos, mientras que
en el otro cultivo experimental, utilizado como control, se empleaba medio de cultivo
fresco (agua de mar diluida a 12 g/l de salinidad) al que se habia afiadido la misma
concentracién de alimento. Las algas afadidas se concentraban previamente por
filtracion resuspendiéndose posteriormente en ambos cultivos experimentales de manera

que la concentracién final era de 8x105 células/ml. Los dos cultivos se iniciaban
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inoculando hembras portadoras de huevos procedentes del cultivo preexperimental a una
densidad de 1 hembra/ml. Los cultivos experimentales se muestreaban diariamente hasta
que se producia el envejecimiento de la poblacién y la proporcién de hembras con
huevos era muy baja. Cada dia se tomaban dos muestras de cada uno de los frascos de
cultivo, esto es, del cultivo control y del precondicionado. Tras la fijacién de las mismas
con lugol se contaban los rotiferos diferenciando hembras ovigeras micticas y amicticas,
de acuerdo con el tamaio y tipo de los huevos que portaban, hembras no ovigeras, y
machos. A partir de estos recuentos se calculd el nivel de mixis diario para cada cultivo
como la proporcién de hembras ovigeras que eran micticas. Este procedimiento
experimental se utilizo en cuatro ensayos distintos, tres de ellos con niveles diferentes
de precondicionamiento del medio de cultivo. Estos grados de precondicionamiento se
consiguieron utilizando para la obtencion del medio condicionado cultivos
preexperimentales de Brachionus plicatilis con tres densidades diferentes: 22, 86.3, y
96.5 hembras/ml. El Gltimo ensayo (ensayo 4 en la figura 9.2) se realiz6 con el fin de
introducir un control biolégico en el experimento. El procedimiento que se siguid en este
ensayo fue el mismo que para los otros tres (figura 9.1) excepto en que el medio
precondicionado correspondia al filtrado de un cultivo de 5 dias de Artemia salina cuya
densidad inicial fue calculada y corregida durante el periodo de cultivo para obtener una
concentracion final en biomasa similar a la alcanzada en el medio preexperimental de
Brachionus plicatilis con densidad intermedia (86.3 hembras/ml; ensayo 2).

Los intervalos dec confianza para las proporciones de hembras micticas se
calcularon para las mucstras dc tamafo mayor quec cuatro a partir de una tabla de limites
de confianza para porccntajes basados en la distribucién binomial (véanse pp 332-338
Sokal y Rohlf, 1988).

Experimento 2: Cultivos individuales

Los experimentos realizados con el clon CU de Brachionus plicatilis y que se han
detallado en el capitulo anterior (capitulo 8) permitieron establecer el conjunto de
condiciones experimentales adecuado para el estudio de los efectos del
precondicionamiento del medio de cultivo. Las condiciones de cultivo usadas en este
experimento vinieron determinadas por los resultados de un experimento factorial
realizado previamente con la cepa CU, y en el que se estudiaba el efecto combinado de
la densidad de poblacién y la renovacion del medio de cultivo. Los resultados de este
experimento, que ya se mostraron en el capitulo 8, se resumen junto con las condiciones
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del mismo en la tabla 9.1. A partir de las 43 hembras experimentales estudiadas se
tipificaron un total de 943 descendientes. S6lo se observaron tasas de mixis
significativamente mayores que cero (valor del estadistico del "Test para diferencias
entre porcentajes”, ts= 1.520, p< 0.1) en la densidad mas alta de las ensayadas cuando el
medio de cultivo no se renové (medio confinado), y éstas fueron bajas (véase la tabla
9.1). Este resultado se ve confirmado por el de otros experimentos realizados en el clon
CU con diversos intereses y cuyos resultados no se muestran en el presente trabajo. De
- acuerdo con los resultados de este experimento previo, resulta muy improbable que la .
induccién de la mixis en esta cepa pueda tener lugar en cultivos individuales con una
densidad de 1 hembra/ml y en las condiciones fijadas en los disefios experimentales, si
la posible modificacién del medio debida al hacinamiento resulta suprimida mediante la
renovacion diaria del medio. Por lo tanto estas condiciones fueron las utilizadas para
evaluar el efecto del precondicionamiento del medio sobre la mixis en individuos
cultivados aisladamente en el Experimento 2. Este experimento se inicid con 50
hembras recién nacidas obtenidas segiin el protocolo para la obtencién de neonatos que
se describe bajo el epigrafe de "Experiencias preliminares" en el apartado 8.2. (véase
también la figura 8.1). Estas hembras se cultivaron a lo largo de toda su vida en pocillos
individuales que contenian 1 ml de medio con una concentracién de 5x105 células de
Tetraselmis sp./fml. De los 50 cultivos individuales 25 se realizaron utilizando un medio
precondicionado que se habia obtenido segin el protocolo correspondiente al
Experimento 1, excepto en el hecho de que el medio fue esterilizado y conservado bajo
refrigeracion (4°C) hasta su uso en los experimentos (esto cs, un periodo de tiempo que
oscild entre 0 y 9 dias). De csta forma el medio precondicionado, tras la adicién de un
nivel controlado de alimento (5x105 células/ml) pudo ser renovado diariamente. Para la
adicion del alimento las células del alga se concentraban por filtracién y después se
resuspendian en el medio. El otro grupo de 25 cultivos individuales se utiliz6 como
control en el experimento, usando para la renovacién diaria del medio, un medio fresco
en el que previamente se resuspendia una concentracién de alimento igual a la de los
cultivos con medio precondicionado. La progenic de las hembras experimentales se
recogié cada 24 horas y se cultivd individualmente hasta que produjo descendencia que
permitio tipificar a las madres como hembras micticas o amicticas. Con los datos asi
obtenidos se calcul6 una tasa de mixis global para cada grupo experimental en la misma
forma que en los experimentos descritos en el capitulo 8, es decir como la proporcidn de
hijas micticas con respecto al total de la descendencia fértil tipificada (TM= hembras

micticas/(hembras micticas + hembras amicticas)).
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Las diferencias entre las proporciones de hijas micticas producidas en las dos
condiciones experimentales (medio precondicionado y medio control) se analizaron
utilizando la prueba estadistica de una cola para diferencias entre porcentajes que se
habia utilizado previamente con la misma concepcién en el capitulo 8 ("Test de igualdad
de dos porcentajes”, Sokal & Rohlf, 1979, pp 663-664):

93. RESULTADOS
Experimento 1

La figura 9.3 muestra la variacién de la proporcion de hembras micticas durante el
crecimiento de la poblacién, asi como la relacién entre el nivel de mixis y la densidad
poblacional en cada par de cultivos experimentales (precondicionado y control) de los
cuatro ensayos realizados. Se observa que muy frecuentemente el nivel de mixis
aumenta con el tiempo, y que existe una relacion lineal positiva entre dicho nivel de
mixis y la densidad de la poblacién con la tnica excepcion del cultivo control en el
ensayo 4. A pesar de la variabilidad observada entre los resultados de los diferentes
ensayos, la cual puede atribuirse a la existencia de efectos dependientes del bloque
experimental, los cultivos realizados en medio precondicionado produjeron proporciones
mas altas de hembras micticas que los cultivos control asociados a ellos con la unica
excepcion del ensayo 1 en el cual no se detectaron diferencias entre los niveles de mixis

de ambos cultivos cxperimentales. La aparicién dec cste cfecto parcce, pues, estar

Figura 9.3. Variacion de la proporcién de hembras micticas durante ¢l crecimiento de la
poblacioén (a la izquierda), y relacién entre el nivel de mixis y la densidad poblacional (a la
derecha) en cada par de cultivos experimentales (precondicionado y control) de los cuatro
ensayos realizados en el Experimento 1. En los ensayos 1-3 ¢l medio precondicionado se
obtuvo mediante el crecimiento previo de una poblacién de Brachionus plicatilis, siendo la
densidad del cultivo preexperimental (dcp) la densidad final alcanzada. En el ensayo 4, el
medio precondicionado fue obtenido por el crecimiento previo de Artemia salina siendo la
biomasa final similar a la alcanzada en el precondicionamiento del medio para el ensayo 2.
Las barras verticales indican los intervalos de confianza para el 95 %. En las figuras de la
izquierda, los valores calculados a partir de muestras con n<5, para los cuales no se
muestran los intervalos de confianza, estan unidos por una linea discontinua. En las figuras
de la derecha se representa la linea de regresion que mejor se ajusta a los puntos.
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relacionada con la intensidad con que fue precondicionado el medio de cultivo, es decir
con la densidad poblacional alcanzada en el cultivo preexperimental. Asi, el efecto no
resulta evidente en el ensayo 1, el cual corresponde a un nivel de precondicionamiento
mucho menor que los otros ensayos. Aun existiendo las diferencias comentadas, es de
sefalar el hecho de que la mixis tiende a aparecer antes en los cultivos realizados con
medio precondicionado. -

El precondicionamiento del medio de cultivo por Artemia salina muestra también
un efecto positivo sobre la produccién de hembras micticas en la cepa de B. plicatilis
estudiada (vedse el ensayo 4 en la figura 9.3). No obstante, cuando se comparan los
resultados correspondientes a los ensayos 2 y 4, los cuales presentaron un nivel de
biomasa similar en los cultivos preexperimentales, y en consecuencia un grado de
condicionamiento inespecifico comparable, Artemia salina parece ser menos efectiva
que Brachionus plicatilis en la induccién de la mixis mediante el condicionamiento del

medio.
Experimento 2.

En los cultivos masivos llevados a cabo en el Experimento 1, el incremento de densidad
poblacional debido a la reproduccién de los individuos se encuentra relacionado con un
aumento de la reproduccion sexual en Brachionus plicatilis. Para distinguir el efecto de
la densidad mediado por el precondicionamicnto del medio del de otros factores que
podrian estar actuando durantc ¢l aumento en densidad de la poblacién se llevé a cabo cl
Experimento 2, el cual implicé el uso de cultivos individuales. En este disciio
experimental la densidad poblacional sc manticnc constantc mediante la separacién
periddica de la descendencia.

Los resultados dc este experimento se resumen cn la tabla 9.2. Los rotiferos
cultivados en medio precondicionado produjeron pocas hijas micticas, pero la
proporcioén de descendencia mictica fue significativamente mayor (valor del cstadistico
del "Test para diferencias entre porcentajes”, ts= 10.10, p< 0.01) que para los rotiferos
cultivados en el medio control. La tasa de produccion de hembras micticas en los
cultivos realizados con medio precondicionado fue mayor, a pesar de la renovacion
diaria del medio realizada en el experimento, que la tasa observada para las hembras
cultivadas a una densidad de 5 hembras/ml y en medio no renovado en el experimento

realizado previamente (véase la tabla 9.1).
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Tabla 9.1. Resumen de los resultados del experimento previo (capitulo 8) que sirvié para
determinar las condiciones del Experimento 2. Efecto de la densidad de poblacién y de la
renovaciéon del medio de cultivo sobre la produccion de hembras micticas. Resultados

globales obtenidos con cada grupo de 10-12 individuos en las condiciones experimentales

que se indican.

Grupo
A B C D
Condiciones de cultivo
volumen, mi 1 0.2 1 0.2
densidad, hembras/ml 1 5 1 5
cambio del medio no no diario diario
Resultados
nQde descendientes 235 169 250 306
descendencia tipificada 232 163 249 299
nQde hijas 0 1 0 0
tasa de mixis 0 0.006 0 0

Tabla 9.2. Efecto del medio precondicionado en la proporcion de hembras micticas
producidas a lo largo de la vida de las hembras amicticas cultivadas individualmente.

Condiciones de cultivo: volumen, 1 mi (i.e.f 1 hembra/ml); medio renovado diariamente.

Control Medio precondicionado
ngde hembras experimentales 22 21
Resultados
ns de hijas 538 555
descendencia tipificada 534 550
nQde hijas micticas 0 5
tasa de mixis 0 0.091
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9.4. DISCUSION

La existencia de un efecto positivo monétono de la densidad de poblacién sobre la mixis
en el género Brachionus es un fenémeno bien establecido que ha sido detectado por
diversos autores dentro de un amplio intervalo de densidades (véase la tabla 9.3). Los
resultados de los experimentos realizados con cultivos masivos que sc presentan en este
capitulo confirman el efecto positivo de la densidad sobre la reproduccion sexual en B.
plicatilis puesto de manifiesto en el capitulo anterior y en la literatura sobre el tema.
Estos resultados confirman el efecto de la densidad de poblacién sobre la produccién de
hembras micticas en el clon CU de esta especie dentro del intervalo de densidades
comprendido entre 3 y 431 hembras/ml (véase el ensayo 4 en la figura 9.3).

Las densidades poblacionales alcanzadas en los cultivos masivos son
probablemente mucho maés altas que las que habitualmente se encuentran en la
naturaleza para Brachionus plicatilis, por lo que podria pensarse que las conclusiones
obtenidas a partir de la mayor parte de las experiencias llevadas a cabo aqui y por otros
autores son de dificil aplicacién a la naturaleza. No obstante, en muestras de campo
(tomadas en una laguna perteneciente al mismo sistema carstico del que se aisl6 la cepa
utilizada en estos experimentos), se han detectado densidades de hasta 64 individuos/ml
(J. Armengol Diaz, comunicacion personal), y los datos sobre la abundancia de esta
especie en lagos salados coinciden con esta observacién (Hammer, 1986), lo que indica
que en dcterminados ambientes naturales son posibles densidades poblacionales muy
altas. Ademads, aunquc cl andlisis dc poblaciones en ¢l laboratorio a densidadcs muy
bajas resulta técnicamente muy dificil, los expcrimentos realizados con cultivos
individuales permiten cstablecer condiciones de densidad mdés préximas a las naturales.
Las densidades de 1 hembra/ml y 5 hembras/ml estudiadas en el capitulo 8 sc
encuentran dentro dc los valores de densidad obscrvados en los estudios dec campo para
Brachionus plicatilis y otras cspecies dc este género (Walker, 1973, 7 individuos/ml en
B. plicatilis; Gilbert, 1963b, 0.5 individuos/ml en B. calyciflorus, 1.5 individuos/ml en B.
quadridentatus; Rougier v Pourriot, 1977, 0.1 individuos/ml en B. calyciflorus; King,
1980, 0.058 individuos/ml en B. bavanensis; R. Oltra (comunicacion personal), 1
individuo/ml en B. plicatilis). Por lo tanto, el efecto de la densidad observado en el
laboratorio no carece de significado ecolégico.

Varios autores han hipotetizado que el efecto del hacinamiento sobre la tasa de
mixis observado en varias especies de rotiferos del género Brachionus podria estar
mediado por la acumulacién de un metabolito en el medio de cultivo (Gilbert, 1963b,
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Tabla 9.3. Efecto de la densidad poblacional sobre la reproduccién sexual en distintas especies de rotiferos dél: género Brachionus.

Autor

afno especic tipo de cultivo rango de densidad cfecto

Gilbert 1963b B. calyciflorus individual 0.66 y 4 hembras/ml +

Gilbert 1977 B. calyciflorus masivo de 6 a 15 hembras/ml +

Hino e Hirano 1976 B. plicatilis individual 1y S hembras/ml +

Ito 1960 B. plicatilis masivo aprox. dc 5 a 455 hembras/mi +
Lubzens et al. 1985 B. plicatilis masivo aprox. de 5-10 a 100-200 hembras/ml  +
Lubzcns 1990 B. plicatilis masivo de 50 a 100 hembras/ml +
Pourriot y Rougier 1977 B. calyciflorus individual 0.2, 0.6, 1 y 2 hembras/ml complejo
Pourriot y Rougier 1979 B. plicatilis individual 0.6, 1, 2, y 4 hembras/ml ausentc
Snell y Boyer 1989 B. plicatilis masivo de 0.14 a 7.4 hembras/ml +




1974, 1977b; Hino e Hirano, 1976, 1977, 1984, 1988). Los resultados que se han
presentado en el capitulo 8 estan de acuerdo con esta hip6tesis aunque al igual que los
de los autores citados no constituyen una prueba inequivoca de tal mecanismo de
actuacion de la densidad poblacional sobre la mixis. En este sentido los resultados de los
experimentos realizados tanto con cultivos masivos como individuales, que se detallan
en el presente capitulo, proporcionan una prueba dirccta positiva para esta hipétesis en
Brachionus plicatilis. Estos experimentos ponen de manifiesto que es posible provocar
un aumento de las tasas de mixis cultivando a los rotiferos en un medio que ha sido
previamente modificado (precondicionado) por el crecimiento de una poblacion de
rotiferos en él, y ademas que los medios precondicionados por poblaciones mas densas
producen niveles mas altos de mixis. La promocion de la mixis mediante el
hacinamiento de los individuos parece ser un fendmeno dependiente de la densidad que
se encuentra, al menos en parte, mediado quimicamente. Es decir, el mecanismo de
actuacién de estc factor sobre la reproduccién sexual puede explicarse por la
acumulacién de un compuesto quimico en el medio de cultivo aunque podrian existir
otros mecanismos inductores de la mixis dependientes de la densidad que no se basaran
en la accion de una sustancia quimica.

En los cultivos masivos el efecto positivo del medio precondicionado sobre la
produccién de hembras micticas se manifiesta tanto en los mayores niveles de mixis que
presentan los cultivos tratados como en la anticipacion de la reproduccién sexual en
estos cultivos cuando sec comparan con los cultivos control. Este efecto queda también
demostrado por ¢l aumento de los niveles dc mixis que se observa en los cultivos
masivos con el tiempo, v por lo tanto con la densidad de poblacion; esto podria
cxplicarsc como un resultado del autocondicionamicnto del medio de cultivo por partc
dc los rotiferos en cl curso de la experiencia, ya que el medio no se renovd. Estc
autocondicionamiento vendria dado tanto por el aumento en nimero de los individuos
como por la acumulacién temporal de la sustancia, aunque podrian estar actuando otros
factores junto con estc efecto.

La respuesta mictica al precondicionamiento del medio encontrada en el
Experimento 2 es débil pero cstadisticamente significativa, aunque dado el bajo nivel de
significacifn, las conclusiones acerca del significado bioldgico de este resultado deben
interpretarse con precaucion. No obstante, el conjunto de resultados obtenido a partir de
ambos experimentos es cualitativamente consistente en la demostracion de la existencia
de un efecto de tipo quimico relacionado con la densidad. Las diferencias cuantitativas
entre los Experimentos 1 y 2 pueden explicarse a partir de las diferencias en sus diseiios
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experimentales. De hecho, en