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Un mil doscientos hueves del <copépodo calanoideo marino

Acartia tonsa Dana fueron cultivados en laboratorio hasta estado

adulto, bajo condiciones experimentales caracterizadas por la
matriz resultante de dos tipos de filtraciones del agua de mar
vtilizada (0.2 pm y 3.0 pm) y tres tratamientos para cada
filtracidén; dos de ellos con concentraciones de 37 mg/1 y 100

mg/1 del quelante Na,~EDTA y uno sin Na, ~EDTA.

HE )




de Na, -EDTA se incrementa la eclosién ¢ supervivencia de los
estadios de desarrollo de A. tonsa; concentraciones de 160
mg/1l de este quelante son menos efectivas, y en la ausencia de
Na, ~EDTA se reduce la eclosidn y supervivencia de los estadios
de desarrollo de este copédpoda. Por otro lado, 1la filtracidn
del agua de mar hasta 0.2 pm tiene un efecto inhibitorio en la
eclosién, tiempo de desarrollo g ﬁupérvivencia de 1los estadios

nauvplius de A, tonsa. Se discute la importancia ecoldgica.
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I. INTRODUCCION

El avance en el conocimiento del medio ambiente marino y de
los organismos que lo habitan ha sido significativo en las
vltimas décadas. Sin embargo, la informacidén disponible en

algunas dreas es todavia escasa.

Cleland (1953) describhia la influencia del dcida

etilendiamino tetra—acdtico (EDTA), un agente gquelante, sobre la

fertilizacién y segmentacidn del erizo marino Psamechinus
miliaris. Bernhard (1955} encontréd un mejoramiento en la

calidad del agua para cultivo de larvas del erizo marino Arbacia
lixula utilizando una concentfacién de 37 mg/l. de EDTA.
Zaroogian et al. (1969) tuvieron dxito en el cultivo de huevos

y larvas de la ostra americana Crassostrea virginica uvtilizando

agua de mar artificial ¢tratada con Chelex-100, wuna resina
Forﬁadora de complejos. Lewis y Ramnarine (1969) encontraron un
incremento en la supervivencia de los dos primeros estadios
nauplius del copépodo calanoideo marino Euchaeta japdénica
Marukawa utilizando EDTA, solo, o con cobalto y cinc, y Carrillo
Barrios—Gdmez et al. (1974) encontraron un incremento en la
supervivencia del copépodo calanoideo Acartia clausi cultivado
bajo condiciones de laboratorio en un medio con 37 mg/l. de

EDTA.



los efectos que tiene la filtracidén del agua de mar en las
funciones vitales de los organismos neo han sido cun;ideradus
como es debido. La mayor parte de los investigadores que
requieren del cultivo de zooplancton para 1llevar a cabo sus
experimentos utilizan microfilfraciones con el fin de remaver al
méxime el material orgénico particulado. Asi{, Zillioux (196%),
Zillioux y Lackie (1970):, Carrillo Barrios—Gdmez et al. (19274,
Allan et al. (1977 y Parrish y Wilson (1978) han vutilizadeo

agua de mar filtrada hasta 0.45 pm.

El objetivo de esta tesis es el de probar experimentalmente
los efectos del quelante Nag—EDTA y la filtracidn selectiva del
agua de mar en la supervivencia del copépado calanoideo marino
Acartia tonsa Dana. Este trabayjo forma parte del programa de
investigacidn llevado a «cabo bajo la asesoria del Dr. Enrique
Carrillo Barrios—Gdémez en el- laboratorio de Ecologia del
Zooplancton del Centro de Investigacidn Cientifica y de
Educacidn Superior de Ensenada (CICESE) por el potencial de
ﬁalanoidéog en el cultivo de peces marinos (Harada, 1970; May,
1970; Houde, 1973}). Se eligié esta especie como organismo de
experimentacidn debido a su sensibilidad a la calidad del agua
{Moraitou—Apostolopoulou y Verriopoulos. 127%9), importancia
ecoldégica (Reeve y Walter, 1977} y su elevada produccion en
condiciones naturales (Heinle, 1946}, asi como por su abundancia
y distribucién espacio temporal en la regidén de la corriente de

California (Esterly, 1916). Por otro lado, los aspectos basicos



de su biologia: ecologia y fisiologia han sido estudiados por
Conover (19546) y Heinle (1%244; c:96?); y las diFi;ultades
asociadas con su cultive han sido resueltas por varios autores.
entre ellos, Zillioux y HWilson (19446), Corkett y Urry (19468},
Zillioux (1969), Heinle (1970}, Zillioux y Lackie (1970} y

Azcdrate Capriles (sin publicar).

La idea original del estudio de los efectos del EDTA en la
supervivencia de A tonsa provino de la tesis de maestria del
Dr. Carrille Barrios-Gémez, en la cval sugiere wun estudiﬁ
detallado sobre el efecto del EDTA en la supervivencia de

copépodos calanoideos.



II. ANTECEDENTES

La materia orgdnica puede actuar directa o indirectamente
sobre arganismos vivientes y afectar las dindmicas de
integracidén dentra de un escosistema. Las células pueden liberar
ciertos metabolitos que influencian otras células dentro o fuera
del organismo. Estos metabolitos son evidentes en forma de
hormonas, estimulantes de crecimiento, toxinas, antibisticos.
urganiz;dores embrioldgicos: agentes de quimiosintesis y algunos
otros agentes. Saunders (1957) presentéd la interrogante de 1las
dos principales consideraciones del papel que juega la materia
organica: 1) De dénde proviene la materia orgdnica disuvelta y
cudl es la evidencia de su presencia en cuerpos de agua

naturales? y 2) Cudles pusden ser sus efectos sobre organismos

vivientes y cudl es la evidencia de estes efectos?

a. Materia Orgdnica en Particulas y Disuelta

"

En las aguas naturales existe una amplia gama de material
en suspencian. Filtrando o sedimentando el agua se obtiene un
residvo denominado seston: en el que se reconoce una parte viva,
el plancton, y una fraccién desprovista de vida, el tripton.
Parte del tripton es de naturaleza inorgdnica y consiste, por

ejemplo, en fragmentos pequednos de minerales de la arcilla: o
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particulas finisimas de silice o de hidrdxidos de hierro. La
1)
porcidén orgenica del seston cansiste en restos y excreciones de
organismos, formande particulas de todos los tamafos: hasta
llegar a micelas y moléculas orgénicas verdaderamente en
splucidn. En sentido opuesto opera la aglomeracién y
compactacién de particulas muy finas que se sedimentan a mayor
velocidad que el material originarie. La gradacidn insensible
dificulta hablar de materia orgdnica en general, sin especificar
el grado Qe subdivisidén, pues se pasa de la materia finamente

"

dividida, o leptopelo, a la disuvelta (Margalef, 1974).

b. Divisiones de la Materia Orgénica

Es muy dificil decir ddénde termina la materia orgdnica
particulada y dénde empieza la disvelta. Igualmente dificil es
decidir la situacién de la fraccidén coloidal, que se puede
considerar como intermedia. La wunica definicidn bosible es
hablar de materia que pasa a través o es retenida por un Fi;tru
de determinadas caracteristicas, .generalmente de poro de

-

fraccidn de micra (entre 0.2 y 0.5 pm). La fraccién que pasa a
través del filtro se denomina materia ;;g&nica disvelta, aungque
contenga coloideﬁ y material fino particulado en adicién a las
especies verdaderamente disueltas. La fraccién retenida por el

filtro, materia orgdnica particulada, tambien contendrd

particulas menores que el didmetro de poro (Margalef, 1974}.



c. Efectos de la Materia Orgdnica Disuelta
EIw .

lLa materia orgdnica disuelta puede afectar a los organismas
en cuatro formas bdsicas: a) puede proveer componentes que se
utilicen como fuente de energia o que cantengan los elementos
bésicos -esenciales para formar el protoplasmai; b) puede proveer
factores de crecimiento que son requeridos para estimular el
crecimiento de organismosi cl puéde encantrarse en forma de
substancias tdxicas, inhibiendo actividades o causando la muerte
dé algunos brganismos acudticos y d} puede Fformar C;mPIEJDS
orgdanicos con metales +traza con efectos bendficos o
detrimentales, dependiendo de las circunstancias. Esta wultima
es la habilidad para influenciar la disponibilidad de metales
traza por quelacién; que consiste en la formacién de un aﬂilln
comple jo muy éstable entre un componente orgdnico y un elemento
metdlico (Saunders, 1957). Un anillo de quelacién es
simplemente un grupo de dtomos unidos ciclicamente por medio de
uno o mas enlaces covalentes coordinados. En este caso, 1los
étomps que proporcionan los electrones 5ueien ser el oxigena, el
niﬁrégenu o el azufre; el Jdtomo aceptor, es casi siempre un
metal. En un anillo de este tipo, el dtomo metalico estad

atrapado con mds firmeza que si estuviese simplemente unido a

otros dtomos en moléculas jndependiéntes (Walton, 1953).

Uno de los mejores agentes gquelantes es un producto quimico

conocido como dcido etilendiamino tetra-acdtico (EDTA) (Fig. 1).
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Figura 1. Férmula estructural del dcido etilendiamino

tetra—acdtico (EDTA).

E1 EDTA reacciona con la mayoria de los iones metslicas:
formando quelatos solubles y se emplea en el tratamiento de
calcificaciones patolédgicas. El acide purifica las ropas
“"contaminadas" por explosiones radiactivas o pruebas nucleares.
l.os agentes de quelacién, en general 58 vtilizan como
desincrustantes de calderas: en la clarificacion de vinos: y

para estabilizar el perfume de los Jabones (Devore, 19469).

Los pigmentos de la sangre y la clorofila son quelatos de
los metales hierro y magnesio, respectivamente; las
hemocianinas. del cobre y cobalto.. La figura 2 Tesume

graficamente el fendmeno de quelacidn.
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Figura 2. CunFiguracién estdrica del complejo metal-EDTA.

Algunos componentes orgénicos gque ocurren en el mar pueden



actuar como quelantes (Johnston, 1964; Duursma, 1970; Steemann
Nielsen y Wium—Andersen, 1970} y juegan un papel importante en
la produccidén primaria de los oceanos (Barber y Ryther, 19&%

Steemann Nielsen y Wium—Andersen, 1970; Betz, 1979).

La capacidad de un agua en particular para sostener el
crecimiento de un organismo especifico es una propiedad que
cambia a medida que las poblaciones de organismos crecen Y

mueren en el agua. Los cambios en la <calidad del agua,

frecuentemente referidos como “acondicionamiento biolégico", se

supone que estdn mediados por cantidades traza de compuestos
orgdnicos biologicamente actives (Lucas, 1958}. lLa proporcidén
C/N puede dar algunas indicaciones sobre la presencia de
substancias.similares a ocidos humicos"“ y “amarillos"
(proporcién C/N muy alta) en agua de mar. Si asumimos que el
plancton tiene una proporciaen C/N cercana a & altos valeres
podrian indicar la presencia de algunas sub;tancias de tipo
humico 4 bajos valores la presencia dé proteinas, aminodcidas o
aminas. Existe la posibilidad de que muy altos o muy bagjos

radios C/N puedan coincidir con la capacidad quelante del agua

de mar (Provasoli, 19463).

Teoricamente la proporcién quelante/metal traza expresada

en miliequivalentes tiene wn radio molar 1:1, pero en proctica

" es aproximadamente 2:1, dando lugar a la posibilidad de que los

metales traza quelados 1:1 o el exceso de quelante libre de una



mezcla puede ser responsable para el me joramiento de aguas
(1] .
"malas" para fitoplancton (Mc Lachlan, 19464). Estos resultados

se adaptan perfectamente a la sitwacién ecolegica: al pH narmal
del agua de mar (7.5), el hierro, el manganesao Y probablemente
los demés elementos traza son extremadamente insolubles. EI
total de hierro en el agua de mar varia entre 1-460 wvug dtomo/l.

8in embargo, Cooper (1937) calculé que no mds de 16*ug gtomo/1"
de hierro pugden permanecer en solucidn a un pH de 8. 0-8. 5. La
promocidén del crecimiento por quelatos metdlicos es debida a su
poder de solubilidad al pH del agua de mar, héciendo disponibles

los metales +fraza presentes pero altamente indispunibleﬁ

(Provasoli, 1943).

Los-metales traza son esenciales como cofactores .de
sistemas enzimdticos y como componentes de otros compuestos
metalo-orgdnicas significativos bial&éicamente v.gr.. el cinc es
un constituyente de la anhidrasa carbénical el cobalto esta
presente en la vitamina B12; el cobre reemplaza al hierro en
los pigmentos de la sangre de ciertos moluscos y tambien se
encuentra presente en algunos sistemas enziméticos: el cobre y
el manganeso son esenciales para el desarrollo de la clorofila,
y el hierra es indispensable para 1los citocromos Y la

hemoglobina (Saunders, 1957).
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III. KeTODOS Y MATERIALES

a. Muestreo

Los copépodos vusados en este trabajo fueron colectadas de
poblaciones naturales de Bahia de Todos Santes: Baja California

Norte, México, con una red de plancton de 30 cm de diemetro y

luz de malla de 0.23% aa. La muestra obtenida fud tamizada
inmediatamente con wuna malla de nylon para TEMOVEr los
organismos mos grandes que A. tonsa. Los que pasaron a través

de la malla fueron depositados en botellas Termos de 3.8 litros.
parcialmente llenas con agua de mar ;ontenienda 37 mg/l. de
EDTA vy 6.25 mg/l. de penicilina &, wun antibidtico vusada
unicamente en el periodo inicial de cultive (Neunes y Pongelini.

19465).

b. Sistema General de Cultivo

A su llegada al labaratorio, los adultos de A. tonsa fueron
separados del resto de la muestra y distribuidos en varios
recipientes por wun periodo de aproximadamente 48 horas para
efectos de aclimatacidn, Para disminuir la wmortalidad, se
mantuvo uwuna concentracién aproximada de un copdpodo por cada 35

ml de aguva (Urry, 1965; Corkett y Urry, 19468}.



i1

Transcurrido este periodo, los copépodos sobrevivientes»
fueron mantenidos en el laboratorio utilizando dos sistemas de
cultivao: el primero, durante las primeras generaciones filiales
para el establecimiento de la poblacidn (Jacobs, 1961i Corkett,
19467; Carrillo Barrios—Gdmez, et al., 1974); posteriormente el
segqundo, de mantenimiento constante bajo condiciones de «cultivo
masivo utilizando “"torres de «cultivo" ha sido usado con éxito
para el cultivo de A. tans por mds de dos afos y medio

(Azcdrate Capriles, sin publicar).

La temperatura y la salinidad se mantuvieron constantes a
lo largo del experimentoi del orden de i8.5*0.5 °C y 27 %
respectivamente. El agua de mar utilizada provino de la Bahia
de Todos Santos. Toda el agua fue filtrada a 3 pm con cartuchaos

"Hytrex" antes de ser utilizada en los cultivos.

Como alimento. se wutilizaron mezclas de cultivos del

crisoménado Isochrysis galbana y del flagelado Tetraselmis sp.:

en concentraciones de 50,000 células/ml y 25,000 células/ml
respectivamente (Azcérate Capriles, sin publicar). La densidad
de alimento fué determinada mediante conteos  sobre
hematocitémetros (Fuchs—Rosenthal}, de la manera descrita por
Corkett y Urry (1248). El fitoplancton se cultivé en el
laboratorio siguiendo procedimientos estandard (Loosanoff y
Davis, 1963; Ukeles, 1965) utilizando el medio "f/2" descrito

por Guillard (1973). La iluminacién de los cultivos de



fitoplancton y copépodos fué constante,

fluorescentes tipo "blanco

colocadas verticalmente y paralelas a las ftorres

una distancia de 10 cm.

frio",

12

a través de 12 ldmparas

de 40 watts cada una,

de culftivo a

Las determinaciones de eclosién, sexo y etapa de desarvollo

fueron hechas con la ayuda de un microscopio estereoscapico.

La

manipulacidn de copépodos a 1leo largo de todo su desarrollo
ontogenético fué hecha con goteros selectives con bocas que
varian en didmetro de 1 a 3 mm:, dependiendo del estado de
desarrollo en que se encontraba el organismo (hueves., 1 ami
nauplius, 2 mmi copepoditos y adultos, 3 mm).
C. Sistema Experimental
Las condiciones ambientales y de alimentacidn durante el
experimento fueron similares a las que han sido descritas
anteriormente para el sistema general de cultivo en el

laboratorio, con la excepcion de

Nag —EDTA.

Para determinar los efectos

dos gradaciones: la primera,

"Hytrex" a 3 pm: que contiene

dividido (leptaopelo); la

material

segunda,

la filtracidn y la presencia de

de la filtracidn se wutilizaron

con cartuchos de polipropileno
particulado finamente

con cartuchos de membrana

Full
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“Gelman", kasta 0.2 pm, para una remocidén casi total del
material finamente dividido (Fox et al., 1953; HKoshy et al..
192469; Sienke y Plane:, 1273). Con el fin de diferenciar las
caracteristicas de las dos filtraciones, se definié el concepto
de "leptopelo" en funcidn del didmetro de las particulas. Si
estas miden de 3.0 hasta 0.2 pm, el agua filtrada hasta esta
vultima, quedard desprovista de leptopelo. Para cada filtracign
se prepararon dos medios con diferentes concentraciones de Nap

—-EDTA y uno desprovisto del quelante (Tabla I}.

CONCENTRACION DE | FILTRACION
TRATAMIENTO | £pTA (mg/ 1) AGUA DE Mn?aE(I}.iml
'_A —
SERIE ! |B 37.00 | 3.0
C 100.00
A —_—
SERIE 2 [B| 3700 0.2
C 100.00 | '
" Tabla I. DiseRo experimental de los tratamientos.

Se vtilizd la forma disddica del quelante, por ser la més
amplimente usada en los medios de cultivo de microalgas, por no
ser metabolizada rapidamente por microbios y peoer su alta

solubilidad en agua (Mc Lachlan, 194&4).

Machos adultos y hembras en el quinto estadio de copepodito
fueron Temovidos de las ftorres de cultivo y agrupades en vasos
de precipitado de 150 ml a razdn de dos machos y vuna hembra por

recipiente para incrementar las probabilidades de fertilizacién.
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Estos recipientes fueron observados una vez cada 12 horas /mpara
determinar la implantacién de espermatéfaros en las hembras.
Las hembras con espermatéforos adheridos fueron transferidas a
otros vasos de precipitade del mismo volumen, de dande se

obtuvieron huevos fecundados para iniciar el experimento.

Los huevos fecundados fueron transferidos de los vasos de
precipitado a cajas Petri utilizando un sifdén selectivo provisto
de una amplia drea de succidn (Fig. 3. De ahi, fueron

separados con pipetas Pasteur y depositados en cajas Petri

desechables de 10 ml, con 10 huevas por caja. Cada uno de los
seis tratamientos experimentales se bhizao con 20 réplicas
simultaneas, para wun numero inicial de 200 huevas par

tratamiento.

! e Monquero de §
Tubo de vidrio- — plosfico
. — Cuerpo del
: sifon
Mollo i
{nylon de 44 pm)——F
Figura 3. Disefo del sifén utilizado para drenar el agua

de desecho y transferir los copepoditos de
Acartia tonsa Dana.

Cada caja Petri del experimento fué examinada diariamente
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para determinar eclosidén:, estado de desarrollo y supervivencia.
A partir del primer dia, los organismos muertos fueron removidos

al momento de estas observaciones diarias, y los huevoes que no

eclosionaron fueron separados al inicio de su degradacién. La
concentracion de alimento vtilizada fud mantenida
aproximadamente constante, tanto para nauplius como para

copepoditos, al momento de reemplazar los medios de cultivo.
Cincuenta por ciento del medio de cultivo en cada caja Petri fud
reemplazado cada segundo dia durante los estadios nauplius, Los
copepoditos fueron transferidos a vasos de precipitado de 150 ml
con una densidad mdxima de 10 copepoditos por recipiente. En
estos casos, se reemplazd el volumen total del medio de cultivo
cada tercer dia, utilizande el sifén selectivo y los goteros

correspondientes.

Se concluyé el experimente cuvando cincuenta por cienta de
la poblacién sobreviviente de A, tonsa  para cada tratamiento.

alcanzd el estadio adulto.
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IV. RESULTADOS

a. Eclosian

La figura 4 (representada por diagramas de Tukey} muestra
los resultados del efecto del quelante y el leptopelo en la
eclosién de A. tonsa. Los valores mes altos se observan en el
tratamiento 1B con una mediana del orden de un 100% de eclasidn.
Los minimos coinciden con wuna sobrequelacidn como lo muestran
los tratamientos 1C y 2C. Los tratamientos de la serie 2
muestran una inhibicidn en la eclesién:, con valores tan bajos
como 27% (Tratamiento 2C). La eclosidén se llevd a cabe en los
primeros dos dias de cultivo en la mayor parte de los

tratamientos.

b. Tiempo de Desarrgllo

L

En la figura S y la tabla If se observa que el ftiempo ae
deaarrollo.se vié mds afectado por la falta de leptopelo, como
1o muestran los tratamientos de la serie 2. El efecto
inhibitorio en el crecimiento es més evidente en el tratamiento
iC que en el 1A. Este ultimo solamente difiere por un dia con
el tratamiento 1B en el tiempo de desarrollo de nauplii hasta
adulto. Cabe mencionar que la mayor diferencia fué en el
periodo de copepodito a adulto. En el tratamiento 2A se muestra

el caso de un organismo que llegé a durar 25 dias en estadio



POR CIENTO DE ECLOSION

Figura 4.
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Figura 5  Tiempo de desarrollo de nauplio a adulto
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nauplii sin mudar a copepodito I.
73

Se puede observar que el tiempo de desarrollo de A. tonsa

prolongé en los mismos casos. como lo indica la

{Tabla II) se

figura 5, el periodo de desarrollo de nauplii a copepodito es

del orden de 7.5 dias en el tratamiento 1A mientras que la falta

de leptopelo (Tratamiento 2A) alarge los estadios naupliares

hasta 10.7 dias. El tratamiento 1B muestra una pequena

disminucidn en el tiempo regquerido para el estadio nauplii.

PERIODO DE DESARROLLO (DIAS)
TRATAMIENTO ; - -
N-C RANGO cC-A RANGO N -2 RANGO
1A 76 *og | 7-12| 6.9 * 06| 6-9 14.4 *o0.9 |13-19
| B 7a*o05| 7-8 6.0 * 06| 6-9 | 13.3 o7 [13-16
1 c 9.4t 1.3 | 8—-16 |80 * 10| 6-12 | 17.5 14 [1a-21
2 A _|o.7io.9 g—25| s * 10| 6-12] 19.5 1.3 |i14-26
28 trexio0lio—17| 86 * 07| 6—9 19.8 *0.8 [I9—-21I
2¢C o111 |lio—-13| 9.6 £ 10| 6-12 | 20.8 * 0.9 [19-25
Tabla II. Promedios y tangos del tiempo de desarrollo de
Acartia tonsa Dana bajo los efectos del EDTA
y la filtracién del agua de mar. (N = Naupliii
C = Copepodito; A = Adulto).
c. Supervivencia
En los rTesultados del efecto de las interacciones
quelante—leptopelo sobre el tamafio de la poblaciédn de los
diferentes estadios de desarrollo de A. tonsa, nuevamente el

tratamiento 1B coincidid con el valor mds alto del numero de

nauplius, copepoditos y adultes (Fig. &).
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En la serie i (Fig. 7) se muestra que los valores més
o>

ba;os de supervivencia para ambos estadios corresponden al
tratamiento 1A. Ndétese que en la serie 1 la supervivencia de
nauplius fué mayor que la de copepoditos. Sin embargo, la serie
2 presentd valores sumamente bajos de supervivencia de nauplius,
mientras que la supervivencia de copepoditas fué seme jante a la
de la serie 1 (exceptuando el caso del tratamiento iB3. Se
puede observar que desde el inicio el tamafio de la poblacién fué
muy reducido, teniendo mortalidades arriba del B80% en los

tratamientos 2B y 2C. .

*

En la tabla 1III se muestran los resultadas de la
supervivencia de los diferentes periodos de desarrollo para cada

uno de los seis tratamientos.

% de supervivencio

Trotomiento | % Eclosion "
, . Nauplii a
Nouplius Copepoditos Estodo Adulto
60.9% 11 710+ 10 56.1 & 11 393.9% |2
92.0% 5 967 * 4 gg gt 3 85.5% 5
525% 23 48 X2 67.4 % 10 57.1 % 1
59.5% 14 487 % 16 67.2% 8 328117
2 Ble4 5t 17 178t 4 s2.2%F |2 9.3% 15
clez.o0f 17 185 % |1 60.0F 9 .1 tio

Tabla III. Valores obtenidos de eclosidén y supervivencia
de los estadios de desarrollo de Acartia ftonsa
Dana (promedios y desviacidén estandard).
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V. DISCUSION

La diferencia en la eclesién entre el agua de mar con EDTA
y sin EDTA asume que esto se debid al efecto del enriquecimiento
y la presencia o ausencia de leptopelo. El tratamiento 1B

muestra un incremento en la eclosién del 23% con respectao al 1A,

indicando esto que ciertas propiedades del EDTA fueron
limitantes. 8in embargo, el tratamiento IC seRala que una
sobrequelacian da como resultado un efecto inhibitorio

Aparentemente la ausencia de leptopelo disminuye el numero de
nauplius eclosionados en aproximadamente un 10% con respecta al
tratamiento 1A. También se muestra una inhibicién en la
eclosidn con la falta de leptopelo y el exceso de gquelante
(Tratamiento 26). Estos efectos coincidieron de manera
seme jante en el tiempo dé desarrolla de los estadios nauplii y
copepodito de A tonsa. observéndose una prolongacidén en la
dﬁracién de cada periodo. §i estas condiciones se llevaran a
cabo en la naturaleza, la ausencia de leptaopelo implicaria una
reduccidn en el numera de generaciones aquales, déndonas ‘comao
resultado una disminucién en la productividad secundaria de las

zonas habitadas por A tonsa.

Los tratamientos 1B y 1iC ponen de manifiesto que la adicidn
de EDTA al agua de mar incrementa la supervivencia de nauvplius y

copepoditos indicando esto que ciertas propiedades del agua de

o



el medio ambiente marino,

mar relativas a la naturaleza
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del EDTA son limitantes en la

v

supervivencia de los estadios de desarrollo. Esto es, si el
EDTA, o agentes de naturaleza similar, estuvieran presentes en

la supervivencia seri'a mayor.

En el mar. los componentes orgsnicos con poderes quelantes

(Tabla IV) estdn presentes en la materia orgdnica disvelta, 1Ia

cual proviene de la excresién y desintagracién de organismos.

Componente Orgdnico

Referencia

Acidos Carboxilicos
Compuestos Fendlicos
Carbohidratos Sulfdnicos
Acidos Urdnicos
Aminodcidos

Porfirinas
Peptidos

Fosfollpidos
Carotenoides
Nucleotidos

Acidos Hidroxilicos

Johnston (1964 )
Johnston (1964}
Johnston (1964)
Johnsten (1964)

Johnston (1964}, Jackson y
Morgan (1978), Saunders {I957).

Sounders (1957)

Johnston (1964); Steeman Nielsen
y Wium-Anderson (1970)

Slowey et al (1967)
Slowey et at (1967)
Provasoli (1963)
Provasoli {1963)

similares cuando

Tabla IV. Componentes orgonicos con poderes gquelantes,
presentes en agua de mar.

Barber y Ryther (194%) encontraron una evidencia directa de

la ocurrencia de quelantes

anadieron

naturales al obtener efectos

un

quelante artificial fuerte o un

extracto de zooplancton indefinido. Johnston (1964) sefiald que
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un incremento en quelantes naturales esto asociado con el
aumento en material orgdnico. Barber y Ryther (19269}
encontraraon un incrementa en la tasa de crecimiento del
fitoplancton y lo atribuyeron al aumento en material orgeonica

disvelto.

Saunders (1957) establecié cuatro Fﬁrmas por las cuales la
quelacidén de metales traza puede afectar a las algas: {1} el
quelato orgdnico puede afectar la disponibilidad de un metal
traza en forma de ié;r mediante la disminucién de SUu
concentracidn efectiva en el sistema acuose debajo del nivel
requerido por un organismo en particular. Asi, un metal traza
necesario para un cierto sistema biolegico puede estar presente
pero totalmente indisponible o encontrarse parcialmente
disponible, limitando por ende el crecimiento y reproduccidn del
organismoi (2) si existe exceso de wun metal +traza que sea
téxico para un organismo en particular, la quelacién puede
reducir la concentracidén del ién ﬁét&lico debajo del nivel &e
toxicidad péra dicho organisma; (3) la &uelacién puede Temover
un ién metdlico que sea antagénico a un metal VETNENOSO:,
incrementando efectivamente la concentracidn relativa del veneno
a un nivel al cual se hace téxico y (4) si un metal traza tiende
a precipitarse, quedando inaccesible para un organismo; la
quelacidn puede mantener ese elemento particular compleyo en
estado soluble, manteniendea de esta manera un nivel de

concentracién adecuado para su utilizacidn por las células.
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| as dos explicaciones mds igfortantes (no mutuamente
excluyentes) sobre los efectos de quelantes en el crecimiento
del fitoplancton son: (1) un quelante incrementa la
disponibilidad de iones metdlicos esenciales transformdndolos en
formas biologicamente activas y (2) la gquelacign desintoxica el
agua de mar, al ‘"atrapar" ciertos iones metdlicos tdxicos
dejdndolos en forma inactiva. EIl primer caso se puede aplicar
para el hierro, un nutriente esencial para el crecimiento de les
organismos que estd presente en el agua de mar predominantemente
como un precipitado coloidal. La afinidad del EDTA por el ion
fdrrico es muy grande, de este modo el EDTA puede actuar
transformando el hierro de estado sélido insoluble a soluble.
que es disponible para la célula. Un ejemplo de una posible
accidn de agentes quelantes'puede hacerse en referencia al ciclo
del hierre en aguas naturales (Ruttner, 1953). En aguas neutras
o alcalinas en las cuales hay oxigeno presente. el hierro podra
estar en estado férrico y precipitarse como hidréxidao o fosfato
Este precipitado se hundird desde 1la zona fotica, y los
organismos estardn privados de una fuente de hierro. Ahora, si
existen c?mponentes orgénicos presentes capaces de quelar el
hierro, este permanecers efectivamente en estado soluble dentro
de la zona #fética y asi estard disponible para los organismos.
Lo mismo puede suceder coan otros metales tales como el cobalto y

el cinc, que son esenciales para los primeros estadios de

desarrollo del copépodo Euchaefa japénica (Lewis y Ramnarine;

1949). EIl segundo caso se puede aplicar para el cobre. Se ha
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encontrado que el cobre en forma iénica es muy venenoso para la
fotosintesis y el crecimiento de algas wunicelulares a
concentraciones que wvusualmenfte ocurren en aguas naturales.
Steemann Nielsen y Wium—Andersen (1970) fueron los primeros en
sugerir que el cobre idnico que ocurre en concentraciones
naturales puede ser tdxico para el fitoplancton. La
concentracisn normal en agua de mar es de 3 ug Cu/l1 (Goldberg:
1963), y en aguas costeras es de 10 wug Cu/l (Atkins. 1932).
Reeve et al. (1977) observaron wuna reduccién en la produccion
de huevos de poblaciones cultivadas bajo condiciones de

laboratorio compuestas principalmente por Acartia, Paracalanus.

Pseudocalanus y Témora despues de estar expuestos a 5 wvg Cu/l.

Moraitou—Apostolopoulou y Verriopoulos (1979) encontraron wun
efecto téxico de concentraciones de cobre tan bagjas como 1 wg/l
en la respiracidén, alimentacidn, fecundidad y longevidad del

copépado Acartia clausi. Lewis et al. (1971} hallaron que las

concentraciones de cobalto y cinc en agua de origen ocednico son
mucho mayores que en zonas costeras. Estas concentraciones o
aquellas de otros cationes metélicos, en efecto pueden inhibir

el desarrollo de los estadios de prealimentacién de Euchaeta

japénica si el EDTA no estd presente. Na obstante:, Steemann
Mielsen y Wium—Andersen (1970} indicaron que "es poco probable
que otros iones de metdles pesados ademds del cobre puedan
actvar como veneno en el oceano. fa concentracién de estos

metales es mucho menor que la del cobre" (Tabla V).



W

mg/kg. mg-atoms /it. PESO ATOMICO
METAL C1=19.00 %o Cl=19.00 %o (1940) REFERENCIA
Plota 0.0003 0.000003 107.880 Haber {1928 )
Bario 0.05 0.0004 137.36
Estroncio 13.0 0.15 87.63
Magnesio 1272 53.57 24 .32
Calcio 400 10.24 40.08
Manganeso 0.001 =0.01 | 0.00002-0.0002 54.93
Hierro 0.002—-0.02 | 0.00003-0.0003 55.85
Aluminio 0.5 0.02 26.97
Cobalto Thompson y Robinson (1932)
Cadmio Fox y Ramage
Zinc 0.005 0.00008 - 65.38 Atkins §i936¥
Plomo 0.004 0.00002 207.21 Boury 1938
Niquel 0.000! 0.000002 58.69 Ernst y Hoerman (1936)
Cobre 0.001 ~0.01 0.00002-0.0002 63.57
Mercurio 0.00003 0.0000001 200.61 Goldschmidt (1937)
Cromo Webb (1937)
Torio < 0.0005 < 0.000002 232.12 Foyn et al. (1939)
Tabla. I¥.- Concentraciones de algunos metales en solucion, presentes en agua

de mar. ( Sverdrup,

Fleming y Johnson, 1942 )
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Recientemente se ha mostrado que el.agua oceonica en 1los
centros de surgencias se vuelve fructifera para el crecimiento
del fitoplancton solamente despuéds de la adicidn de un quelante.
Esto sugiere que una gran parte del cobre que se encuentra en
aguas subsuperficiales de los oceanos ests presente en forma
iénica. Barber y Ryther (1%96%) reportaron que las aguas de
surgencias fuera de «ciertas dreas de la costa de Peru deben
estar condicionadas organicamente antes de que SUT ja el
florecimiento del fitoplancton y sugirieron que los companentes
orgdnicos san necesarios para hacer disponibles 1los metales
traza requeridos para el crecimiento. Sin embarge, Steemann
Mielsen y Wium—Andersen (1270) interpretaron los resuvltados de
Barber Y Ryther como wuna evidencia de la reduccidn de la
toxicidad del cobre por componentes orgsénicos preferentemente a
que se incrementara la disponibilidad de metfales. Estas aguas
resultaron ser de elevado contenido en nutrientes inorgénicos.
de relativamente bajo contenida de carhon orgénico disuelto y
sostener menor crecimiento de fitoplancton que Ias‘ aguas al

norte o sur del Ecuador.

Jackson y Morgan (1978} examinaron tres mecanismos para
me jorar el ahastecimiento de hierro via quelaciédn: <£fransporte a
través de la membrana, intercambio por ligando en la superficie
celular e incremento del suministro de hierro en la superficie
celular por disociacidén del quelato. Sin embargo:, sefalaron que

ninguna de las interacciones quelante-celula explica la facultad
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de los ligandos orgdnicos para mejorar el crecimiento del
fitoplancton. Existe la posibilidad de que los ligandos en el
exterior de 1la membrana celular se combinen con iones metdlicas
de forma tal que estos puedan ser transportados al interior de
la membrana. Debido a que el cobre tiene afinidad muy alta por
algunos ligandos (Tabla VI) puede adherirse al ligando de Ila

superficie celular y asi inhibir la “toma" de otros metales

traza esenciales,

Cation log K Catidn log K
Ag* 7.3 cd*® 16.46
Ba*? 7.76 Zn*® 16.50
srt*? 8.63 pb*? 18.04
Mg *? 8.69 Nit? 18.62
Cat*? 10. 70 cu*? 18.80
Mn*2 13.79 Hg*® 21.80
Fe *? 14,33 crt? 23.0
AL *? 16. 13 Th** 23.2
Co *? 16. 31 Fe*® 25.1

Tabla VI. Constantes de estabilidad de2 los complejos—EDTA
de algunos metales, Tomado de
Schwarzenbach (1954).
Finalmente. no concluyeron que la limitacidn del
crecimiento del fitoplancton por el hierro sea impesible aunque

sus experimentos mostraron que los quelantes sintéticos no

incrementan la razén de suministro de hierra.

La concentracién natural de materia orgdnica en el agua de

mar generalmente wvaria de 10_'J a 15” M (Kinne, 1972). Estas
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concentr?ciones son mucha menores que las wutilizadas en el
o .
tratamiento 1B (104 M EDTA). Esto indica que, si estos
resultados se llevan a cabo en la naturaleza, el poder quelante
de la materia orgdnica disuelta deberia ser muy elevado. EIl
EDTA es uno de los quelantes artificiales mds fuertes debido a
la organizacidn fisica que lo conforma. En realidad la adicién
de 37 y 100 mg/1 de EDTA implica una sobrequelacidn, ya que Ila
proporcidn quelante/metal traza expresada en miliequivalentes es
de 1:1 y la concentracién natural de metales traza en agua de
mar generalmente es mucho menor‘ que la correspodiente
concentracidn de EDTA utilizada. No obstante, Cleland (1933) no
encontrdé efectos tdéxicos del EDTA a concenfraciones tan altfas
como 370 mg/l (16°M).  Por otro lada. la cantidad de materia
orgdnica disuelta varia con la latitud (Barber y Ryther, 1969) y
estacidn del afo (Lewis et al., 1971}, lo que sugiere tambien

una variacidn en la actividad quelante de un lugar a otro y de

una época del afio a otra.

El efecto inhibiforiu causado por la ausencia de leptopelo
posiblemente se deba a su relacidén directa o indirecta con
coloides, y estos a su vezr con “factores de crecimiento”.
Saunders (1957) menciond que una substancia es considarada como
factor de crecimiento accesorio si es necesaria solamente en
cantidades muy pequefas. Si un organismo en cultivo requiere de
un factor de crecimiento accesorio en particular, parece

razonable esperar que tambiédn tendrd ese requerimiento bajo
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condiciones naturales. Es posible que algunos elementos
: o .
metdlicos agregados en forma de coloides o adharides a estos por
adsorcidn, sean esenciales para 1la formacicn de factores de
crecimiento. wv.gr. el cobalto es wun constituyente de la
cobalamina (vitamina B12}. La ingestién de particulas flotantes
en el mar puede ser de gran importancia debido a que se conoce
que las particulas absorven vitaminas y porque sirven como
soporte para las bacterias epifitas marinas. Es evidente que la
mayor cantidad de vitamina Bl2 estd asociada con la fraccion
orgdénica de algunos sélidos presentes en agua de mar. Las
particulas suspendidas son importantes en la nutricion
vitaminica y 1las bacterias son productores significantes de
vitamina B12 en el ambiente marino (Kinne, 1972). El hecho de
que los medios de cultivo desprovistos de leptopelo hallan
inhibido el crecimiento de los copdpodos a tal grado que se
pueden considerar ‘“enancs" es wuna evidencia de que estos

organismos no toman todos sus requerimientos nufricionales del

fitoplancton con el que se alimentan.

Zillioux (19?6) observé una prolongacién en el tiempo de
desarrollo de A tonsa y: por otro lado, mostré los efectos
adversos de concentraciones elevadas de nauplius en recipientes
reducidos: "los cultivos que contienen 100 o mds nauplius por
litro (1 nauplii por 10 ml) mostraron wun desarrollo errdtico
seguido de gran mortalidad". El agua de mar utilizada en sus

experimentos fué filtrada a 0.45 pm. Estos resultados son
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seme Jantes a los efectos de prolongacidn del tiempo de
desarrollo y elevada mortalidad de nauplius del tratamiento 2a.
La concentracidén de nauplius en el tratamiento 1B fué del orden

de 1 nauplii por ml y la supervivencia fué 6. 774

Lewis y Ramnarine (1946%9) seRfalaron la impoertancia del
cobalto y cinc para les primeros estadios de desarrollo del
copépado E. fapdnica. Es posible que la necesidad de aRadir
estos metales a sus medios de cultivo se halla debido a que al
habe; vtilizado agua de mar filtrada a 0.45 pm hallan sido
removidos gran parte de 1los <coloides que poseen estos
requerimientos fisioldgicos. Carrillo Barrios—Gdmez ef al.
(1974) utilizaron 37 mg/l de EDTA y agua de mar filtrada a 0.45
um en sus cultivos del copéﬁnda A. clausi; el bajo porcentaje
de supervivencia en sus experimentos condujo a pensar en la

seme Janza de los efectos inhibidores del tratamiento 2B.

La preséncia de EDTA fud bendfica solamente en los
tratamientos que contenian leptopelo (iB y 1C) y tuvo efectos
detrimentales en la ausencia de este (QB-g 2C1h. Estg argumento
apoya la hipdtesis de que la quelacidén hace disponibles los

metales traza esenciales presentes pero altamente indisponibles.

Debido a que se utilizd el medio "“£/2" para el cultivo de
microalgas (Guillard, 1973, una concentracién de

aproximadamente 10°M  de Na, -EDTA <se introdujo a las seis
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no se pretende

-

tratamientos experimentales. Por otra parte,
L

L

concluir que 37 mg/l de Ma,-EDTA es la concentracién cGptima para
todas las aguas naturales del medio marinoi de hecho: asi comao
la materia orgénica disvelta varia de un hdbitat particular a
ptro, asi también la actividad quelante variard, dependiendo del
material orgdnico que halla sido metabolizado por

microorganismos hasta formar <complejos argénicos con metales

traza.
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VI. CONCLUSIONES

1. En la ausencia de Na, -EDTA se reduce la eclosion y
supervivencia de los estadios de desarrollo de A fonsa.
2. En concentraciones de 37 mg/l de Na, ~EDTA se incrementa

la eclosidn y supervivencia de los estadios de desarrollo de A.

tonsa.

3. El agua de mar sin leptopelo y con 37 mg/1 de Na, —-EDTA
tuve efectos detrimentales, 1lo que sugiere woun apoyo a la
hipétesis de que la quelacidn hace disponibles los metales traza

esenciales presentes pero altamente indisponibles.

4, lLa filtracién del agua de mar hasta 0.2 pym tiene wun

efecto inhibitorio en la eclosidn, tiempo de desarrollo y
supervivencia de los estadios nauplius de A fonsa.

5. En concentraciones de 100 mg/l de Na, -EDTA se favorece

la supervivencia de los estadios de desarrollo de A. tonsa pero

se disminuye la eclosidn,
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VII. RECOMENDACIONES

Entre los muy variados y complejos aspectos que Trequieren
de una investigacidn complementaria, los de mayor interds para
un futuro trabajo que determine las causas de los efectos

mostrados en esta tesis, podrian ser:

1) ARadir algunos elementos ¢traza esenciales (v. gr.
hierro, cobalto, cinc, etc.) a los medios de cultivo que sean
filtrados hasta 0.2 pm a fin de determinar cuales fueron los

responsables del efecto inhibitorio del tratamiento 2A.

2) Determinar las coancentraciones de metales traza

esenciales y tdéxicos en los tratamientos 1A y 1B.

Los resultados de estos experimentos podrian ser wutiles
para conocer las formas por las cuales la quelacidén afecta la

supervivencia de A. tonsa.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se
recomienda: (1) la eleccidn de A. tonsa como una forma
bioldgica para estimar 1la actividad quelante del agua de mari
(2) la wutilizacidn de agentes da quelacién en los medios de
cultivo y (3) filtrar moderadamente el agua de mar para no

remover las particulas que oscilan en el rango de 0.2 a 3.0 pm.
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