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RESUMEN 

Con el fin de establecer su posible uso como parámetro 
fisiológico de crecimiento en cultivos de rotíferos, se estu­
dió la relación ARN/ ADN, mediante fluorescencia, en 
rotíferos alimentados con tres especies de microalgas, a 
salinidad y temperatura ambiental (39%o y 26-34°C, res­
pectivamente). Se encontró que en poblaciones juveniles 
la relación fue menor que en poblaciones adultas. El cre­
cimiento y la relación ARN/ ADN están positivamente 
correlacionadas siempre que hay disponibilidad de alimen­
to, ya que en condiciones deficientes de alimento la rela­
ción ARN/ ADN disminuye. 
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ABSTRACT 

With the purpose of establishing its potential use as a 
physiological growth parameter in rotifer cultivation, we 
studied, by means of the fluorescence method, the RNN 
DNA ratio in rotifers fed with three species ofmicroalgae, 
at local environmental conditions of salinity and 
temperatures (39 %o and 26-34°C respectively). We found 
that the ratio was lower in juvenil e than in adult population. 
Growth and RNNDNA ratio are positively correlated as 
long as there is adequate food availability, while this ratio 
decreases under conditions of food deficiency. 
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INTRODUCCIÓN 

El rotífero Brachionus plicati/is es utilizado para el 
levante de larvas y juveniles de peces, a causa de su tama­
ño (lOO a 300 J.l) y su tasa de reproducción elevada, se 
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cultiva masivamente alimentado con fitoplancton y tam­
bién se utiliza levadura (Guevara et al. 1996). Por lo ge­
neral, para determinar el crecimiento en poblaciones de 
rotíferos, se utiliza calcular la tasa instantánea de creci­
miento (K). No obstante, este parámetro tiene una validez 
limitada, porque no establece relación directa con los pro­
cesos celulares determinantes del crecimiento. En contraste, 
el análisis de ácidos nucleicos (ADN, ARN) ofrecen gran 
utilidad en los estudios de crecimiento, porque se relacio­
na con la condición fisiológica del individuo (Bullow 1987). 
La relación ARN/ ADN ha sido usada como índice de cre­
cimiento en peces (Chung et al. 1993). También es utiliza­
da para evaluar el crecimiento instantáneo y condición 
nutritiva en crustáceos (Wang y S tilde 1986), en moluscos 
(Lodeiros et al. 1996) y en organismos planctónicos 
(BerdaletyDortch 1991 ; Mordy y Carson 1991). 

Debido a la necesidad de establecer una dieta para lar­
vas de especies marinas cultivables en el Oriente venezo­
lano, donde las condiciones de temperatura y salinidad son 
elevadas, se evalúoel crecimiento del rotífero Brachionus 
plicatilis, alimentado con tres especies de microalgas, y se 
estableció el posible uso de la relación ARN/ ADN como 
indicador de la condición fisiológica de su cultivo. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Los cultivos (tipo batch) se realizaron en bidones de 
fibra de vidrio de 250 1, al exterior, con salinidad de 39o/oo, 
temperaturas entre 26 y 34 °C y suministro de ilumina­
ción y aireación continua, utilizando para su alimentación 
dietas unialgales de las especies de microalgas Chaetoceros 
gracilis, /sochrysis galbana y Tetraselmis chuii. Con una 
densidad inicial de siembra de 25 rot/ml. El crecimiento 
del rotífero en términos de densidad máxima y tasa de cre­
cimiento (K), fue determinado diariamente y se representó 
gráficamente como el número de rotíferos por ml en fun­
ción de los días. Diariamente se cosecharon 3 litros del 
cultivo; un litro fue empleado para la determinación de 
ácidos nucleicos y con los otros dos litros, se procedió a 
separar rotíferos adultos de juveniles para determinar la 
relación ARN/ ADN por organismos. 
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Para determinar el crecimiento del rotífero Brachionus 
plicatilis, diariamente fue tomada una muestra de 100 mi , 
la cual se fij ó con una solución de lugol y se procedió a 
contar el número de rotíferos por cada mi de cultivo, el 
número de juveniles, así como el número de adultos. Para 
ello fue empleada una cámara de Bogorov, una lupa 
estereoscópica (Wi ld 5) y un contador manual. El creci­
miento del cultivo se representó gráficamente como el 
número de rotíferos por mi en función de los días de culti­
vo. Se expresa su tasa instantánea de crecimiento (K) me­
diante la relación: 

K= LnNt - LnNo 

T 

donde: K= Tasa instantánea de crecimiento (Rot/día) 
No= Número inicial de individuos 
Nt= Número de individuos en el tiempo T 
T= Tiempo en días. 

Los ácidos nucleicos fueron determinados por fluo­
rescencia según metodología propuesta por Clemensen 
(1988), procediendo de la siguiente forma: de las mues­
tras contenidas en los viales (350 mg) se extraj eron 40 J.LI 
a los cuales les fueron agregados 100 Jll de sarcosina, la 
mezcla fue agitada y reposada durante 30m in., luego se 
volvió a agitar y dejó en reposo durante otros 30 min. 
Transcurrido este tiempo se procedió a agregar 900 mi de 
Buffer (TRIS-EDT A pH 7,5), luego de agitar se centrifugó 
a 2500 rpm durante 5 m in, del sobrenadante fueron toma­
das dos alícuotas de 200 J.LI a las cuales se les agregaron 
300 J.LI de buffer. Una de la alícuotas se usó para la deter­
minación de ADN, agregándole 500J.1l de Hoechst y la 
otra alícuota se empleó para el ARN, añadiéndole 500 J.LI 
de Bromuro de etidiun. A ambas muestra$ se les determi­
nó la fluorescencia empleando un fluorómetro digital 
(Mod. 450). Se utilizó un fi ltro rojo para la lectura ARN 
y un filtro verde para la lectura de ADN. Los datos obte­
nidos se llevaron a una curva de calibración y se determi­
nó el porcentaje de ARN y ADN, luego los valores fue­
ron utilizados para establecer la relación ARN/ADN, du­
rante el ciclo del cultivo, de rotíferos juveniles y para 
adultos. 

Mediante un análisis de correlación lineal, se determi­
nó la relación entre el número de rotíferos por mi y la 
rel ación ARN/ ADN en el cultivo, entre el crecimiento y 
el número de huevos por hembra y entre e l consumo de 
alimento y el crecimiento (rot/ml), según Sokal y Rohlf 
(1 979). 
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RESULTADOS 

Los rotíferos tuvieron mayor crecimiento cuando se 
alimentaron con la microalga T. chuii, (densidad máxima 
de 187 Rot/ml, y crecimiento diario 0,67 Rot/día). La me­
nor densidad obtenida (94 Rot/ml) y menor tasa instantá­
nea de crecimiento (0,44 Rot/día) se obtuvo cuando los 
rotíferos fueron alimentados con J. galbana (Fig. 1). 
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Fig. l . Crecimiento de Brachionus plicatilis alimentado con res dietas 
unia/gales. 

Con las tres microalgas, las densidades máximas fue­
ron obtenidas a los 3 días de iniciados los cultivos. El nú­
mero de huevos por hembras aumentó a medida que el 
cultivo se desarrollaba, siendo mayor al3., día luego de la 
siembra. Se determinó una correlación positiva entre el 
crecimiento diario y el número de huevos por hembra (Fi­
guras 2-4). 
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Fig. 2. Relación entre el crecimiento y el número de huevos por hembra 
en rotiferos alimentados con Chaetocerosgracillis (r 2 = O , 71 ). 
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Fig. 3. Relación entre el crecimiento y el nimero de huevos por hembra 
en rotíferos alimentados con Jsochrysis galbana (r 2 = 0,90). 
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Fig. 4. Relación entre el crecimiento y el numero de huevos por hembra 
en rotfferos alimentados con Tetrase/mis chuii (r 2 0,76). 

En los cultivos de rotíferos alimentados con T. chuii 
se observó el agotamiento del alimento al cabo del ter­
cer día. No así en los otros cultivos, en los cuales al 3•' 
día se observan densidades algales elevadas. En todos 
los casos, la concentración de alimento (ceVml) y el cre­
cimiento del rotífero se correlacionaron negativamente 
(Figs 5-7). En el tipo de cultivo empleado (batch) los 
rotíferos se siembran en cultivos de microalgas, aumen­
tan su número y se cosechan cuando la población alcan­
za su densidad máxima. Al no realimentar, las células 
algales son consumidas y en consecuencia desciende el 
número de rotíferos. 
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Fig. 5. Relación entre el crecimiento y el consumo de alimento en rotífero 
cultivados con Chaetoceros gracilis ( r 2 = 0,93 ). 
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Fig. 6. Relación entre el crecimiento y el consumo de alimento en rotífe­
ros cultivados con lsochrysis galbana (r 2 = 0,94). 
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Fig. 7. Relación entre el crecimiento y el consumo de rotíferos cultivados 
con Tetrase/mis chuii (r ~ 0,78). 

La relación entre el coeficiente ARN/ ADN y el creci­
miento (Rot/ml), se muestra en la tabla l. Se observa un 
aumento gradual del coeficiente ARN/ ADN durante el 
transcurso de los cultivos, excepto para los rotíferos ali­
mentados con T. chuii, donde la misma disminuye brusca­
mente al Jcr día del cultivo. 

Entre el crecimiento diario y la relación ARN/ ADN 
existe una correlación positiva, excepto en los cultivos 
realizados con T. chuii en donde ambas variables están 
negativamente correlacionadas. 

TABLA l. Relación entre el crecimiento diario y la relación ARN/ ADN 
en rotíferos alimentados con tres especies de microalgas. 

Día de cultivo 2 3 4 r 

Chaetoceros 
gracilis 
ARN/ADN 25 41 72 94 
CRECIMIENTO 25.64 8.44 9.61 19.56 0,92 
/sochrysis galbana 
ARN/ADN 25 47 88 152 0,92 
CREOMIENTO 6,58 8.64 14.80 100.63 
Tt!traselmis chuii 
ARN/ADN 4,46 35.04 61.3 4.95 - 0,40 
CRECIMIENTO 25 57 101 187 

Los rotíferos juveniles tienen una relación ARN/ ADN 
menor que los adultos (rotíferos ovados). Siendo la rela­
ción en juveniles de 13,26; 21,23 y 6,63 y en adultos de 
21; 31 y 31 para rotíferos que consumieron Ch. gracilis, l. 
galbana y T. chuii, respectivamente (Tabla II). 

Los valores de ADN se mantuvieron constantes entre 
0,01 y 0,02, mientras que el ARN varia entre 0,2 y 1,2 
como se muestra en la Tabla 2. 

TABLA 2. Contenido de ARN, ADN y ARN/ ADN en rotíferos juveniles 
y adultos alimentados con tres especies de microalgas 

Especie Cbaetoceros gracitis lsocbrysis galbana Tetraselmis cbuli 

juveniles adultos juveniles adultos juveniles adultos 
ARN 0,14 0,40 0,18 0,48 0,76 1,05 
ADN 0,01 0,02 0,00 0,02 0,11 O,Q3 
ARN/ADN 13,26 21 ,68 21,33 31,28 6,63 30,76 
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DISCUSIÓN 

En cuanto al crecimiento poblacional de los rotíferos, 
los valores máximos de densidad (Rot/ml) se obtuvieron 
con la microalga T. chuii. Verificando los resultados de 
Hung (1989) y Guevara et al. ( 1996). También con T. chuii 
se logró una mayor tasa de crecimiento diario (0,67 Rot/ 
día). La tasa instantánea de crecimiento (K) indica la máxi­
ma capacidad de crecimiento de una población en unas 
condiciones dadas (Pascual y Yufera 1983). 

En los rotí feros alimentados con las tres especies de 
microalgas el número de huevos por hembras fue similar. 
Éstos comienzan a crecer hasta obtener un pico máximo 
al tercer día después de la siembra. Al cuarto día del cul­
tivo, disminuyó la densidad de los rotíferos alimentados 
con T. chuii; lo cual puede ser debido al tipo de cultivo 
empleado (batch) que conlleva a un agotamiento, total del 
alimento, lo que afecta el crecimiento poblacional de los 
rotíferos. La concentración de algas utilizadas en la ali­
mentación de los rotíferos tiene un efecto pronunciado 
sobre su tasa reproductiva (Snell et al. 1983 ). Cuando las 
densidades de los rotíferos son superiores a 1 00/ml, to­
das las algas son consumidas en una hora. En consecuen­
cia se recomienda un suministro del alimento con interva­
los frec uentes, (Hoff y Snell 1993). Sin embargo, en el 
tipo de cultivo empleado (batch) los rotíferos se siembran 
en cultivos de microalgas, los rotíferos aumentan su nú­
mero y se cosechan cuando la población alcanza su densi­
dad máxima. Al no realimentar, las células algales son 
consumidas y en consecuencia desciende el número de 
rotíferos. 

En la acuicultura el crecimiento de los microorga­
nismos como los rotíferos se evalúa por el cálculo de su 
tasa de crecimiento instantáneo (K). Sin embargo, este valor 
no tiene validez como parámetro fisiológico, porque no 
establece una relación directa con los procesos celulares 
que determinan el crecimiento (Berdalet y Dortch 1991 ), 
por lo cual se utiliza la relación ARN/ADN. En el caso de 
los organ ismos planctónicos la relación ARN/ ADN es em­
pleada como factor de condición fisiológica (Berdalet y 
Dortch 1991 ; Mordy y Carson 1991 ). 

' En los cultivos de rotíferos realizados con tres es-
pecies de microalgas, se encontró que en todos la rela­
ción ARN/ADN fue menor en los rotíferos j uveniles 
que en adultos. B. plicatilis es un organismo eutélico, 
es decir que después de su nacimiento no ocurre divi­
sión celular (Hoffy Snell 1993) por lo que tienen una 
constancia celular, sin embargo aumentan de tamaño 
desarrollando su lórica y estómago. Los organismos 
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adultos presentan un mayor tamaño de la lórica y por 
consiguiente de su estómago, muchos autores lo defi­
nen como una cápsula alimenticia, cuya calidad 
nutricional depende del alimento ingerido, por otro lado, 
se ha determinado, que al aumentar el número de orga­
nismos ovados en el cultivo, incrementa su contenido 
proteínico (Watanabe et al. 1983; Guevara 1998). Lo 
cual indica que el coeficiente ARN/ADN aumento de 
juveniles a adultos debido, quizás a la presencia de hue­
vos y a la retención de más células microalgales en su 
estómago. 

En los organismos, el contenido de ADN es un factor 
biológico estable que indica el número de sus células o su 
actividad mitótica. Por su parte el ARN refleja la activi­
dad metabólica que se asocia con la síntesis proteica 
(Dortch et al. 1985; Berdalet y Dortch 1991). En esta 
investigación, B. plicatilis se cultivó con tres microalgas 
diferentes, en todos los casos los rotíferos juveniles y adul­
tos mantuvieron constancia en los valores de ADN. En 
cambio, los valores de ARN fueron variables, siendo ma­
yores en los rotíferos adultos . Es por ello que las diferen­
cias en las relaciones ARN/ ADN se deban más a la varia­
bilidad del ARN, y por lo tanto la relación sea mayor en 
adultos. 

En los rotíferos alimentados con Ch. gracilis e l. gal­
bana la relación ARN/ADN y el crecimiento se 
correlacionaron positivamente. Pero no ocurrió así con 
los rotíferos que se alimentaron con T. chuii, donde se 
obtuvo una correlación negativa, ya que para el tercer día 
del cultivo, cuando se determinó el máximo crecimiento 
en términos de densidad y K, la relación ARN/ ADN dis­
minuyó. Anteriormente se mencionó que se utilizó el cul­
tivo tipo batch. Cuando los rotíferos aumentan su pobla­
ción, la densidad de las microalgas disminuye, lo cual ex­
plica que cuando se utilizó T. chuii, al cuarto día de culti­
vo se determinó la mayor cantidad de rotíferos y el ali­
mento ya había sido consumido. Lo que no ocurrió con 
los rotíferos alimentados con Ch. gracilis e l. galbana, 
que fueron consumidas más lentamente y al cuarto día de 
cultivo los rotíferos todavía tenían alimento disponible. 
Según el régimen alimenticio, las concentraciones de ARN 
y ADN son significativamente diferentes (Wilder y Stanley 
1983). En animales mantenidos en condiciones de ayuno 
se determina una mayor cantidad de ADN pero menor 
concentración de ARN, por lo que la relación ARN/ ADN 
es menor (Chunget al. 1991). Por su lado Wright y Hetzel 
( 1985) citan que el estrés nutritivo causa la disminución 
de la relación ARN/ ADN, así esta técnica es útil para de­
terminar el estado fisiológico y el crecimiento instantáneo 
de los organismos. 
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CONCLUSIONES 

Los rotíferos alimentados con las especies de 
microalgas Chaetoceros gracilis e Isochrysis galbana 
mantuvieron un índice ARN/ ADN mayor que los que con­
sumieron Tetraselmis chuii, durante el ciclo de cultivo. 

El contenido de ARN es menor cuando los rotíferos 
han consumido el alimento del medio y por ende disminu­
ye la relación ARN/ADN, por lo que ésta es útil para 
determinar el estado fisiológico en cultivo de rotíferos. 
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