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INTRODUCCION

A nivel mundial, la acuacultura se ha venido desarrollando
con gran interés puesto que es un medio importante para el
abastecimiento de alimento con alto valor proteico. al mismo
tiempo que permite hacer una explotacién controlada de los
recursos acudticos. En México, desde que se inicié el
desarrollo de esta actividad, se ha apoyado la creacidn de
técnicas para el cultivo de organismos tanto marinos como
dulceacuicolas (Chazari, 1977), de tal forma que para el afio
de 1987 se cultivaban 57 especies de importancia comercial,
para las cuales, en doce ya existia una tecnologia de cultivo
conocida, es decir el ciclo completo, mientras que para las
dieciseis restantes se estaba en proceso de alcanzar una
biotecnologia m&s desarrollada (Bol. de Acuacultura, 1987);
para hacer méds dindmico el crecimiento de esta actividad se
credé el programa de Desarrollo Integral de la Acuacultura y se
hicieron modificaciones a la Ley Federal de Pesca con la
finalidad de permitir la participacién de la inversidén privada
en el cultivo de especies de elevado valor econdmico (Diario
Oficial; 1990, 1992).

Con el aumento de 1la actividad acuicola, es necesario
disponer de mayor cantidad de alimento que, por su contenido
nutricional, permita satisfacer los requerimientos energéticos
de los organismos en cultivo. Por tal motivo se han formulado
y elaborado algunos tipos de alimento en forma balanceada con
la finalidad de cubrir tales demandas (Wesche, 1988); sin
embargo, 8u uso se ve limitado ante el desconocimiento que
existe acerca de las necesidades nutricionales de un buen
namero de especies que actualmente Be cultivan; ademés, es
frecuente que debido a-los procesos de elaboracién utilizados,
el costo de estos alimentos sea elevado y se afecte de esta
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manera la inversién de los acuacultores.

Por otro lado, existe el inconveniente de que para algunas
especies de moluscos, crustdceos y peces de importancia
econdmica, es indispensable el consumo de alimento vivo en las
primeras etapas de su crecimiento, impididiendo de esta forma
el uso de los alimentos balanceados (Martinez, et.al. 1988).
De ahi que algunos acuacultores empleen ciertas técnicas para
obtener alimento vivo, tales como la cosecha de zooplancton en
su medio natural (Azcdrate, 1981), o la fertilizacidn,
orgdnica o inorgdnica, de los estanques de crecimiento
(FOﬁDEPESCA, 1985): sin embargo, en estos casos existen las
desventajas de que la distribucién del zooplancton es
desigual, 1la abundancia es temporal y pueden presentarse
formas de tamafio inadecuado gque compitan o depreden a las
egspecies que se pretende utilizar como alimento.

De esta manera, se ha hecho necesario el desarrollo de
técnicas de cultivo masivo de organismos gque presenten el
tamafio y wvalor nutritivo adecuado para ser utilizados como
alimento en la acuacultura; en Japén por ejemplo, uno de Ilos
paises m&s desarrollados en acuacultura, se le ha dado gran
importancia al avance de técnicas para los cultivos de apoyo
empleados en maricultura; de tal forma que los cultivos de
rotiferos (Brachionus plicatilis), copépodos (Tigriopus
Japonicus) y Artemia sp. son fundamentales, pues se emplean
como alimento en las etapas larvarias de algunas especies de
importancia comercial (Morales, 1990); el interés que
despierta su cultivo radica en gue, al ser organismos
filtradores, sintetizan la energia proveniente del
fitoplancton para transferirla a los organismos de mayor
tamafio que se tienen en cultivo y a los cuales sirven de
alimento (Neumann-Leit3o y Vitoriano, 1987).



El empleo de 1los rotiferos como alimento de larvas de
peces y crustdceos se ha incrementado debido al tamafio que
poseen, a su rdpido crecimiento y a su alto valor nutritivo
(Bennett y Boraas, 1988; Ruthhaupt, 1990; Gilbert, 1991). En
particular la especie eurihalina Brachionus plicatilis ha sido
objeto de cultivo masivo ¥ s8u uso se ha difundido en varios
paises del mundo; por tal motivo, se han realizado gran
cantidad de estudios a nivel laboratorio con la finalidad de
me jorar su produccién (Lubzens, et. al., 1980:; Neumann-Leitao,
et. al., 1989).

En el caso de los rotiferos dulceacuicolas. han sido pocos
los estudios realizados con fines de cultivo (Rios y Ramirez,
1987). por lo que, es necesario desarrollar investigaciones
que permitan conocer, tanto caracteristicas poblacionales como
las condiciones requeridas para el cultivo de especies
susceptibles de wutilizarse como alimento en la produccién de
especies dulceacuicolas con alto valor comercial.



ANTECEDENTES

E]l estudio biolégico de los rotiferos se ha incrementado
gracias a su uso en la acuacultura y como indicadores de la
calidad del agua (Sl&de¥ek, 1983; Sarma, 1988). Su {portancia
s8e debe a que estos organismos juegan un papel esencial en el
ciclo de produccién de 1los ecosistemas acudticos, pues se
caracterizan por ser cosmopolitas y muchas especies se
alimentan principalmente de detritos vy bacterias que,
consecuentemente, les permite ser independientes de la
produccién fitotréfica (Ruttner—-Kolisko, 1974) . A nivel
laboratorio. 1los rotiferos han sido objeto de cultive con
fines de investigacién:; Pennak (1953), por ejemplo, describe
algunos medios elaborados a base de leche que sirven para
mantener a ciertas especies de rotiferos durante algin tiempo.
Por su parte, Pourriot (1980) reporta el desarrollo de
cultivos axénicos desde 1953, cuando se utilizaban de manera
empirica, diversos medios y algas como alimento.

El primer reporte de cultivo a nivel masivo del rotifero
Brachionus plicatilis data del afio 1964 (Torrentera, 1983) vy
gu uso como alimento pnfa larvas de camardén y peces se reporta
desde 1965 (Garcia, 1988), cuando se cultivaban
transfiriéndolos de un estanque a otro de Chlorella. Por lo
imprdctico de esta técnica se iniciaron una serie de
investigaciones tratando de encontrar un método adecuado que
permitiera la produccién continua de rotiferos sin depender de
los cultivos masivos de Chlorella.

Después de varios experimentos se encontré que en las
larvas de peces alimentadas con rotiferos producidos a partir
de levadura o mezcla de levadura y Ch!ora;!a ocurrian altas



mortalidades, debido al desbalance nutricional causado por la
falta de 4&cidos grasos esenciales en 1los rotiferos (Whyte vy
Nagata, 1990); esto desencadené una serie de estudios con el
fin de determinar las causas de esta baja calidad nutricional
y en base a ellos, se determiné que la cantidad de nutrientes
que los rotiferos pueden aportar como alimento, depende a su
vez de calidad del alimento que estos consumen y al realizar
pruebas con ocho especies de fitoplancton marino, solo dos se
evaluaron como excelente alimento para Brachionus plicatilis
(Hirayama, et.al., 1979).

En estudios posteriores se encontré que utilizando
Chlorella como alimento, se incrementa en un 6.1% el contenido
de 4&cidos grasos en los rotiferos, respecto a los valores
obtenidos al alimentarlos solo con levadura (Torrentera,
1983). De aqui se deriva que mientras mayor sea la acumulacién
de 4cidos grasos y componentes de esterol en los rotiferos,
mayor es la cantidad que éstos aportan al utilizarse como
alimento de larvas de peces (Teshima et.al., 1981; Lubzens
et.al., 1985).

Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriores, se han
hecho experimentos con la finalidad de determinar las
condiciones 6ptimas para el crecimiento de Brachionus
plicatilis alimentado con Chiorella marina y asi poder
optimizar su produccién. Cuantificar la cantidad de filtracién
del alimento (Hirayama y Ogawa, 1972), observar el efecto de
diferentes temperaturas en el cultivo (Hirayama y Kusano,
1972) y la influencia de 1la cantidad de alimento sobre el
crecimiento de la poblacién (Hirayama et.al., 1973) son
algunos de ellos; los cuales han permitido el desarrollo de

mejores técnicas de cultivo en maricultura.

Respecto a las especies de rotiferos dulceacuicolas, hasta



el momento se han utilizado solo algunas con fines de cultivo
Y en diversos experimentos desarrollados sobre su biologia, se
reporta que existen ciertos factores que afectan de manera
significativa el crecimiento poblacional, tales como las
condiciones tréficas del medio (Radwan, 1980; Stemberger Yy
Gilbert, 1985), la temperatura., la concentracién de oxigeno y
el pH (Arora, 1966; Radwan, 1980), por lo que es indispensable
tomarlos en cuenta al momento de establecer un cultivo en el
laboratorio.

En general, B. rubens y B. calyciflorus son las especies
dulceacuicolas que se han logrado aislar y mantener con fines
de cultivo (Schliiter, 1980; Rios y Ramirez, 1987: Bennet vy
Boraas., 1988; Rico y Dodson. 1992) y se ha encontrado que con
una dieta adecuada, 5. calyciflorus puede tener valores
nutricionales cercanos a los que se han encontrado en B.
plicatilis (Rico y Dodson, op. <cit.), por 1lo que se le
considera susceptible de ser utilizado como alimento. Este
organismo, cuyas caracteristicas biolégicas se encuentran en
el Apéndice 1, s8Be describié desde 1766; Be caracteriza por
habitar aguas alcalinas, se ha localizado en sistemas
acudticos de diversos paises (Ahlstrom, ‘1940) y ha sido
empleado favorablemente para mejorar 1la calidad del agua
utilizdndolo como un agente para eliminar E. coli en cuerpos
de agua contaminados (Seaman, et. al., 1986). Del primer
estudio sobre rotiferos realizado en México, se reporta su
localizacién en 1los cuerpos de agua de Xochimilco, Cérdoba y
el Lago de Chapultepec (Osorio, 1942), posteriormente se
caracteriza como un organismo mesosaprébico Yy habitante comin
en los cuerpos de agua del Lago de Chapultepec (Vilaclara vy
S1&defek. 1989).

Un aspecto interesante en esta especie es el polimorfismo
que presenta (Ahlstrom, 1940) y que se ha definido como un



mecanismo de defensa asociado con la presencia del rotifero
Asplanchna (Wetzel, 1981; Gilbert, 1991): sin embargo, en
estudios de laboratorio se ha encontrado que por efecto de
bajas temperaturas o bajas concentraciones de alimento se
puede inducir la presencia de espinas posterolaterales como
una respuesta hacia las condiciones adversas del medio (Bogdan
y Gilbert, 1982; Stemberger, 1990).

Por todo 1lo anterior y con el fin de producir un alimento
vivo en forma continua para wutilizarse en el cultivo de
especies dulceacuicolas altamente comerciales, el presente
trabajo tiene por objeto obtener una produccién masiva de
Brachionus calyciflorus y conocer las caracteristicas
productivas del sistema tomando como guia los trabajos
realizados con el rotifero B. plicatilis; para lo cual se
cumplird con los siguientes objetivos especificos:

1).- Establecer la densidad del alga Scenedesmus
spinosus adecuada para la siembra de rotiferos
Brachionus calyciflorus, en base a su curva de
crecimiento.

2) .— Determinar la temperatura en 1la que se lleva a
cabo el mejor desarrollo de la poblacién del
rotifero Brachionus calyciflorus.

3) .- Caracterizar la estructura reproductiva durante
el crecimiento poblacional de los rotiferos.

4) .— Determinar las caracteristicas nutritivas de
los rotiferos mediante un andlisis
bromatolégico.



5) .- Evaluar la calidad nutricional de B.
calyciflorus al emplearlos como alimento en

crias de peces (Brachidanio rerio).



METODOLOGIA

En base a los objetivos establecidos, el desarrollo del
presente trabajo se dividié en varias etapas. las cuales se
describen a continuacidn.

1) .- Aislamiento y cultivo de Algas.

Con ayuda de una red cénica de 125 micras se filtré agua a
aproximadamente 30 cm. de profundidad en las orillas del Lago
Mayor de Chapultepec y se colectaron tres muestras de 500 ml.
cada una, las cuales se trasladaron al Acuario "Juan Luis
Cifuentes Lemus" de la E.N.E.P. Iztacala.

Se encontraron cuatro especies de algas en las muestras
obtenidas, de las cuales, tomando en cuenta su abundancia,
tamafio y facilidad para el cultivo 8se decidié aislar la
especie Scenedesmus spinosus mediante la técnica de placa de
agar descrita por Umebayashi (1973). Una vez aislada, esta
especie s8e cultivo en matraces de 250 ml. conteniendo 150 ml.
de medio Bold (APHA, 1975) y aireacién constante durante 8
dfas, tiempo en el que se establecié la cepa.

Establecida la cepa del alga, se procedié a su cultivo
masivo con el fin de obtener la cantidad adecuada para
utilizarse como alimento de los rotiferos. El cultivo se
desarrollé en frascos de vidrio con 1.5 1t. de capacidad,
temperatura promedio de 26°C (+/—- 1°C) mediante calentadores
Spot de 75 watts, aireacién constante (Bomba Elite 802 y
aireadores de poro fino) y fotoperiodo de 12 horas (lémpara
fluorescente de 1luz de dia de 30 watts). Con el fin de
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determinar la curva de crecimiento correspondiente que
permitiera encontrar la densidad de algas adecuada para
establecer el cultivo de los rotiferos, segin la descripcién
de Yamasaki y Hirata (1980). Se hicieron conteos en la

poblacién del alga mediante una cémara de Neubauer
(Umebayashi, 1973), a intervalos de 24 horas durante 14 dias,
cuando se observd una disminucién considerable en el numero de

células sin que la poblacién pudiera recuperarse.

Por medio de un potencidémetro de campo Cole Parmer Modelo
5941.00, se registraron los valores del pH con la finalidad de
observar los cambios ocurridos en el medio con relacién al
aumento poblacional de las algas y evitar que la presencia de
metabolitos afectase el crecimiento de los rotiferos. En base
a la relacién entre el numero de algas y el pH registrado se
decidié sembrar a los rotiferos en la concentracién de 20 X 1¢'
cel/ml del alga. Se comprobd que es una concentracién adecuada
para el crecimiento de 1los rotiferos, al sembrarlos en
densidades de alga de 5 y 30 X 10* cel/ml respectivamente vy
obtener pocos organismos en la primera y nulo crecimiento en
la segunda.

2) .- Aislamiento del rotifero.

De las mismas muestras trasladadas al Acuario de la
E.N.E.P.I, con ayuda de un microscopio estereoscépico vy
mediante micromanipulacién, se aislaron en agua destilada 20
rotiferos de 1la especie B. calyciflorus; se realizaron Ilos
cambios necesarios hasta no encontrar organismos de otra
especie que pudiera afectar el cultivo.

Los rotiferos aislados se mantuvieron en un matraz de 250

ml, aireacién constante y temperatura de 26°C (+/- 1°C), vya
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que debido al tamafio del recipiente fué la L'lnicr.lllqua se _l_o_gré
mantener controlada; se alimentaron con levadﬁfa de pan
(Hirayama et. al., 1973; Garcfa, 1988) durante tres dfas,
tiempo en gque la poblacion se incrementd a 35 individuos. A
partir de ésta se aislaron 20 rotiferos y se trasladaron a un
matraz conteniendo 150 ml. de medio con Scenedesmus spinosus a
una concentracién de 5 X 10° cel/ml, temperatura de 26°C y
aireacién constante, con el propésito de wverificar la
aceptacién del alga como alimento (observando el tracto
digestivo de los rotiferos) y pudieran ser trasladados a este
medio. Los 15 rotiferos restantes se conservaron bajo las
caracteristicas mencionadas, pero utilizando levadura de pan
como alimento.

Después de una semana se observé mayor nﬂmaro de
organismos en el medio con algas, por 1lo que se consideré
establecida la poblacién en este tiempo. Durante el desarrollo
experimental del presente trabajo se conéervo una cepa bajo
las condiciones de cultivo antes mencionadas resembrando los
rotiferos en medio nuevo de algas cada semana.

3) .- Cultivo de rotiferos a diferentes temperaturas.

Con 1los resultados obtenidos en 1la fases anteriores vy
tomando en cuenta que la temperatura es un factor determinante-. '~
en el crecimiento de los rotiferos (Hirayama y Kusano, 1972;
Rutner-Kolisko, 1974; Radwan, 1980), se determiné la
temperatura o6ptima para el desarrollo poblacional de B.
calyciflorus. Para ello se tomaron en cuenta los trabajos
realizados por Hirayama y Kusano (1972) con B. plicatillis y
por Rico y Dodson (1992) con B. calyciflorus. Se montaron tres
lotee con cuatro repeticiones cada uno, estableciendc los
cultivos correspondientes a las temperaturas de 25°, 27° y
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29°C, con una variacidén de +/- 1°C cada una.

En cada tratamiento se inicié el cultivo sembrando 2
rot/ml en cada recipiente conteniendo el alga S. spinosus a la
densidad de 20 X 10° cel/ml. Se disminuyé la aireacién por
medio de una vAlvula manual para permitir el desplazamiento de
los organismos, pero logrando mantener en suspensién el
alimento. El1 fotoperiodo se mantuvo constante en 12 horas a lo

largo del trabajo.

Mediante la desviacidén esté&ndar (APHA, 1975) se determiné
el numero de muestras para evaluar el crecimiento de la
poblacién en cada uno de los sistemas de cultivo. El
crecimiento se determiné contando diariamente el numero de
organismos (vivos) presentes en cinco alicuotas de 1 ml., las
cuales se tomaron con una pipeta graduada de 1 ml. después de
haber homogenizado el medio.

El conteo de 1los rotiferos se realizé bajo el microscopio
estereoscépico con ayuda de una cdmara para zooplancton
(Yamasaki e Hirata, 1980) y una pipeta Pasteur con bulbo; los
conteos se terminaron cuando se registré disminucién del
niumero de rotiferos en la poblacidén, ya que en todos los casos
se observé que esto ocurre al agotarse el alimento y la
poblacién se elimina al siguiente dia.

Las curvas de crecimiento de 1la poblacién se elaboraron
conforme al promedio de los valores obtenidos en las
repeticiones correspondientes a cada tratamiento, habiéndose
comprobado mediante el andlisis de pendientes que no hubo
diferencias estadisticamente significativas. De acuerdo al
resultado de 1la prueba de error estdndar de los estimadores,
se decididé wutilizar la férmula del modelo logistico (Odum,
1983) cuya ecuacidén es la siguiente:

.12



(s - rt)

Donde : N(t) = Numero de individuos al tiempo t.
K = Capacidad de soporte del medio.
r = Tasa intrinseca de crecimiento.
e = Constante de los logaritmos naturales.
a =r/K

Para determinar la significancia de 1los resultados (P <
0.001) entre los tratamientos se wutilizé el andlisis de
comparacién de pendientes y la diferencia minima significativa
real (Tukey) para pendientes (Zar, 1972). Esto se corrié con
el paquete XY-vers. A.01.01 elaborado en el Area de
Matemdticas de la E.N.E.P. Iztacala.

Se calcularon los valores de 1la tasa de crecimiento
poblacional (Cp) mediante la férmula descrita por Neumann-—
Leitao, et. al. (1989):

1nNt - 1nNo
Cp =

Donde: Cp = Tasa de crecimiento poblacional
No = Numero inicial de organismos.
Nt = Numero mdximo de organismos.
t = Tiempo de No-a Nt.
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4) .— Determinacién de la Estructura reproductiva en la
poblacién de rotiferos.

Se sembraron por duplicado rotiferos a una concentracién
de 2 ind/ml en matraces con 125 ml. del medio de algas a una
densidad de 5 X10°* cel/ml, temperatura de 26°C y aireacién
constante, se catalogé a los organismos en juveniles (hembras
sin huevo), hembras con un huevo (huevos de resistencia),
hembras con mds de un huevo y machos.

La densidad del alga empleada se modificé en este caso,
con la finalidad de facilitar el conteo y la clasificacién de
los organismos en los diferentes grupos establecidos, vya que
con las poblaciones obtenidas en los tratamientos de la fase
anterior se dificultaba este procedimiento; de tal forma que
se realizé bajo las condiciones de cultivo en las cuales se
establecié la cepa de rotiferos (fase 2).

La fertilidad se determiné mediante la férmula descrita
por Radwan (1980) para poblaciones de rotiferos.

N,

E . ml™?

N
Donde: E = Fertilidad
N, = Numero de hembras con huevo.
N = Total de hembras.
ml = Unidad de volumen.

5).— Andlisis bromatolégico.

La evaluacién de la calidad nutricional de los rotiferos

requiridé que se hicieran cosechas subsecuentes de organismos
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hasta reunir la cantidad necesaria a utilizar en las técnicas
correspondientes. Para ello se filtré el medio (cuando la
poblacién se encontraba en el punto de cosecha) a través de
una malla nylon de 20 micras y se centrifugé a 500 r.p.m.
durante diez minutos para obtener un concentrado de rotiferos
y proceder a su secado, el cual se realizé colocando la masa
de rotiferos directamente al sol durante 48 horas.

La cantidad de proteina cruda en peso seco se determiné
utilizando tres muestras de 200 miligramos cada una, a través
de la técnica de Micro—-Kjeldahl (Chino, et. al., 1991). Para
cuantificar la cantidad de 1lipidos mediante la Técnica de
Extraccién de Golfish se utilizaron tres muestras de 500
miligramos y para cuantificar carbohidratos se wutilizaron tres
muestras de 150 miligramos empleando la Técnica de
Nelson-Simogy (Gonzdles y Pefialoza, 1984).

6) .— Efecto de la calidad nutricional de los rotiferos en el
desarrollo de crias de peces.

Se emplearon los rotiferos como alimento de crias del pez
cebra (Brachidanio rerio). y se compard con la alimentacién a
base de yema de huevo, cominmente utilizada en el cultivo de
peces de ornato (Gerdes, H. A., comunicacién personal). Para
ello, se colocaron tres lotes por duplicado, cada uno con 50
crias recién nacidas (0.35'cm. de longitud) en peceras con 40
litros de agua, aireacién constante y temperatura promedio de
26.5"°C (#/= 1%).

Las crias se alimentaron dos veces al dfa en un lapso de
10 dias, ya que a esta edad se recomienda hacer cambio en la
dieta de los peces. Los 3 tratamientos wutilizados fueron
rotiferos, rotiferos y yema de huevo (aplicando los primeros

o )



en la ingesta matutina y lo segundo en la ingesta vespertina)

y yema de huevo.

Al término del experimento se midieron 10 crias de cada
lote (longitud total): los datos obtenidos se analizaron
estadisticamente utilizando un Andlisis de Varianza (ANDVA)
para comparar las medias Yy poder determinar diferencias
significativas entre los tratamientos (p < 0.02),
posteriormente se realizé la comparacién de medias por el
estadistico de Tukey. (Zar, 1972).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la primera fase del presente trabajo.
correspondiente al aislamiento y cultivo de algas, se decidid
utilizar 1la especie Scenedesmus spinosus en base a sus
caracteristicas poblacionales, considerando ademéds que al
habitar el mismo medio donde se localiza al rotifero
Brachionus calyciflorus, se garantiza una alimentacién
adecuada de este, pues se observé que aun cuando las células
en cultivo forman cenobios (Apéndice 2), estos no sobrepasaron
las 10 micras de ancho, permitiendo asi ser consumidas por el
rotifero. Esta es wuna caracteristica importante pues se ha
encontrado que, debido a la configuracién del mdstax, el rango
de particula favorable para su alimentacién es de 6 a 12
micras Yy el tamafio O6ptimo es de aproximadamente 10 micras
(Ruthhaupt, 1990).

De ahi gque en su medio natural, las poblaciones de
rotiferos se vean claramente influenciadas por la cantidad y
tipo del alimento presente (Radwan, 1980; Wetzel, 1981). En
Brasil, por ejemplo, se ha reportado la presencia de
Brachionus calyciflorus calyciflorus asociada con la
abundancia de cloroficeas, principalmente de Actinastrum spp.
y Chlorella sp. (Neumann-Leitdo y Vitorino, 1987).

Por lo tanto, en el cultivo masivo de rotiferos ha sido
primordial el desarrollo de diversos experimentos con la
finalidad de observar el efecto que produce el suministro de
diferentes tipos de alimento sobre su crecimiento. De las
algas empleadas en la dieta de los rotiferos, algunas especies
pertenecientes al género Scenedesmus, tanto marinas como de
agua dulce, han sido‘ favorables para el desarrollo de
poblaciones de B. plicatilis (Hirayama, et. al., 1979) y B.
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rubens (Shliiter, 1980) respectivamente.

En base al crecimiento poblacional de Scenedesmus
spinosus, representado en la siguiente grdfica (Grdafica 1), se
decidié la densidad de alimento adecuada para la siembra de
los rotiferos.

Densidad de aigas (miliones de cel/ml)
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GRAFICA 1. CRECIMIENTO POBLACIONAL DE
Scenedesmus spinosus, CON LOS

VALORES DE pH CORRESPONDIENTES.

-]
-
L]
@
-~
- ]

En esta grdfica se observa que durante el cultivo del alga
se registré un mdximo poblacional de 185 X 10° cel/ml, el cual
se obtuvo al dia trece del cultivo, disminuyendo al siguiente
dia, debido al agotamiento de nutriaﬁﬁes en el medio (pues no

hubo adicién de medio nuevo).

También se registra un aumento paulatino en los valores de
pH (de 7.0 a 9.6) durante el crecimiento poblacional, lo cual
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e8 un aspecto caracteristico en el cultivo de diversas

eBpecies de microalgas (Barnabé, 1991) y. aunque los valores
obtenidos caen dentro del rango de tolerancia de B.
calyciflorus (Arora, 1966), es necesario tomar en cuenta que

este incremento es causado por la acumulacién de toxinas en el ;
medio (Stemberger y Gilbert, 1985), con 1lo que se puede ’
afectar el desarrollo poblacional de los rotiferos si, al
sembrarlos directamente en el medio de las algas, las
condiciones de este se encuentran saturadas.

Tomando en cuenta lo anterior y haciendo una relacién
entre la curva registrada durante el crecimiento poblacional
del alga Scenedesmus spinosus (Grdfica 1), y el hecho de que
Guisande y Mazuelos (1991) encontraron que la cantidad vy
calidad del alimento influye de manera determinante en el
patrén reproductivo de B. calyciflorus respecto al numero y
tamafio de huevos producidos, se decididé realizar la siembra de
los rotiferos cuando 1la poblacién de algas alcanzé una
concentracién de 20 X 10° cel/ml, cantidad en la que el valor
de pH correspondiente (B.4) es intermedio entre el minimo y el

mé&ximo registrados.

En las pruebas que se realizaron para observar el efecto
de wutilizar densidades de alga diferentes a la establecida
para la siembra de los rotiferos (Fase 1 de la metodologia).
se encontré que en concentraciones menores (5 X 10* cel/ml) el
nimero de organismos que se logra es bajo (aproximadamente 40
rot/ml), mientras que al sembrarlos en la concentracion de 30
X 10* cel/ml los rotiferos morian. Esto ultimo es debido a la
forma de alimentacidén caracteristica del género Brachionus,
que provoca la obstruccién del sistema de filtracién de los
organismos cuando existen elevadas concentraciones de
particulas alimenticiaé en el medio (Shliter, 1980; Wetzel,
1981; Ruthhaup, 1990).
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De los resultados obtenidos durante el aislamiento de los
rotiferos (fase 2), se puede afirmar que, aungue no se tienen
reportes acerca de la utilizacién del alga Scenedesmus
spinosus en cultivos de rotiferos, ésta presenta
caracteristicas favorables para el crecimiento poblacional de
B. calyciflorus; siendo también una opcién importante para
alimentar otras especies pertenecientes a los denominados
"cultivos de apoyo" (Cladéceros, Copépodos, Artemia, etc.). En
el estudio realizado por Castillo y Berger (1983) sobre el
cultivo de algas pertenecientes al género Scenedesmus, se
reportan valores proteicos muy semejantes a los encontrados en
Chlbrella sp., que es el alga tipicamente empleada por su alto
valor nutritivo (Geldenhuys et. al., 1988).

Los resultados registrados durante el cultivo de rotiferos
a diferentes temperaturas (fase 3), muestran que en el
tratamiento a 25°C, el mdximo poblacional se obtiene a los
cinco dias de haberse iniciado el cultivo y corresponde a 165
rot/ml (Gréfica 2). El modelo de este crecimiento se
representa de la siguiente forma:

165
Nt =
1+ e‘..‘!!ﬁ = (D.0384) (L) rl = 0.9266
HMM
T
so0}
ge0}
g00
ol T
wot
,....._..n.__:z‘ i_ i n
o 1 ] ] 4 [ ] L] T
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GRAFICA 2. CRECIMIENTO POBLACIONAL DE
Brachionus calyciliorus A LA
TEMPERATURA DE 26 GRADOS C,
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A los 27 "C 1la cosecha de organismos s8e logra., en
promedio, al cuarto dia posterior a la siembra,
correspondiente al punto médximo del crecimiento de la
poblacién, en el cual los rotiferos se encuentran en O¢ptimas
condiciones nutricionales, ya que existe mayor proporcidén de
juveniles y estos presentan el tracto digestivo lleno de algas
(observacién personal). Esto se observa en la Grdfica 3, con
el siguiente modelo:

340
Nt =
1 + e 4.8887 - (0.0389) () r.’ = 0.9116
Rot/ml.
600
800
400
300+
200+ -
100 ﬁ}_
= + A -
) 1 2 3 e # .

GRAFICA 3. CRECIMIENTO POBLACIONAL DE
Brachlonus calyclflorus A LA
TEMPERATURA DE 27 GRADOS C.
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Finalmente, en el tratamiento a 29°C se obtiene el méAximo

poblacional a los cuatro dias de haber sembrado los rotiferos,
y corresponde a 215 rot/ml (Gr&fica 4), cuyo modelo es:

215
Nt =
1 + e‘.s”l - {(0.0B34)(¢) r: 3 0 ] 9535
" Rot/mi
400
so0
2001
100 ‘}7
+ 1 'l 1 L
o 1 2 8 4 .1 (]

GRAFICA 4. CRECIMIENTO POBLACIONAL DE
Brachionus calyclilorus A LA
TEMPERATURA DE 28 GRADOS C.

Las variaciones en el crecimiento poblacional a diferentes
temperaturas se representan en la Grdfica 5, donde se observa
que en las tres curvas disminuye la poblacién en el ultimo
punto, debido a que no hubo aporte de medio nuevo y, al

' agotarse la cantidad de alimento, ésta decae sin recuperarse.

.22



Rot/ml

380 A
300 -
260
200
160 A
100 -
80

I —— 26 Grados —+— 27 Grados - ¥- 29 Grados I

GRAFICA §. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL
CRECIMIENTO POBLACIONAL DE
LOS ROTIFEROS.

Comparando los resultados en los tratamientos wutilizados,
se observa un mejor desarrollo de la poblacién de rotiferos a
la temperatura de 27°C, ya que es donde se presenta mayor

numero de organismos (Grdfica 3) y crecimiento més acelerado

(Grdfica 5), 1lo cual se corroboré mediante el andlisis de
comparacion de pendientes, en el que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las

pendientes (P< 0.001) con un valor de F = 7.7678; ademds, a
través de la diferencia minima significativa real (Tukey) para
pendientes se encontré que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tratamientos.
Esto nos muestra la especificidad de Brachionus calyciflorus

para desarrollarse adecuadamente, ya gque aun cuando la
diferencia de temperatura no es tan amplia (+/- 2°C)., Ila
cantidad de organismos varia significativamente. En los

rotiferos, las condiciones de cultivo son especificas para
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lograr establecer mdximas producciones en las diferentes
especies, ya que a diferencia de los resultados en el presente
trabajo, para el cultivo de Brachionus plicatilis se ha
establecido que hay una mayor produccién a la temperatura de
25°C (Hirayama y Kusano, 1972: Barnabé, 1991).

Las condiciones descritas para el cultivo de Brachionus
calyciflorus, permiten establecer un cultivo continuo de
organismos que pueden ser utilizados directamente como
alimento de crias de peces Yy crustdceos o, en forma
alternativa, sembrarse en recipientes de mayor capacidad para
obtener una produccién masiva. Cabe sefialar que en base a la
temperatura se pueden regular el crecimiento poblacional segun
se requiera, ya sea en el tiempo de cosecha o en la cantidad

de organismos a obtener.

En relacidén al cultivo a 27 °C y el mdximo numero de
organismos obtenido (340 rot/ml.). se establece una produccién
promedio aproximada de 340,000 rot/1 dia™. Dato interesante
Bi se toma en cuenta que Rico y Dodson (1992) citan una
produccién diaria de 122,000 rot/1l para B. plicatilis con una
densidad de 790 rot/ml y. para B. calyciflorus de 168,200
rot/l1 con una densidad de 891 rot/ml, qgque corresponderia
aproximadamente a la mitad de la produccién obtenida bajo las
condiciones de cultivo establecidas en el presente trabajo,
gin embargo, no es posible hacer una comparacién detallada
puesto que no describen la técnica utilizada en el cultivo.

Las tasas de crecimiento (Cp) obtenidas en los diferentes
tratamientos y que se muestran en la Tabla 1, indican que
existe wun elevado crecimiento poblacional en los cultivos de
B. calyciflorus a diferentes temperaturas.
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25 °C 27 *C 29 °C

0.88 1.28 1.17

TABLA 1. + Valores de la tasa intrinseca de

crecimiento a diferentes temperaturas.

AGin en el tratamiento a 25 °C, donde hubo menor
crecimiento, se observa que el valor correspondiente (0.88) es
notablemente superior a los obtenidos en otros trabajos, como
en el de Rico y Dodson (op. cit.) con B. calyciflorus, del
cual se determiné una tasa intrinseca de crecimiento de 0.24 o
en el de Neumann-Leit3o et. al. (1989) con B. plicatilis,
quienes consideran que se tiene una buena tasa de crecimiento
en valores entre 0.24 y 0.49.

Durante 1la determinacién de la estructura reproductiva de
la poblacién (fase 4), se registré 1la presencia de machos,
aspecto interesante en relacién al comportamiento reproductivo
de los rotiferos, pues se sabe que en ambientes naturales las
poblaciones de hembras amicticas cambian una o dos veces al
afio, sin que se hayan logrado establecer los mecanismos que
determinan este cambio (Wetzel, 198l1). Sin embargo, al
establecerse las poblaciones de rotiferos en laboratorio
cominmente se ha visto que poblaciones pequefias permanecen
partenogénicas y la bisexualidad aparece durante el incremento
de la poblacién (Pennak, 1953)

En la grédfica correspondiente a la etructura reproductiva
(Gréfica 6), se observa gque la proporcién de juveniles a lo
largo del crecimiento poblacional es mayor con respecto a los
demds organismos presentes ( > 42 %). Los machos aparecen a
partir del segundo dia de cultivo y presentan mayor proporciodn
al 5o0. (33 %), un dia antes de que la poblacién llegue al
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punto mé&ximo. Las hembras con un huevo Yy las hembras con mds
de un huevo se presentaron en mayor cantidad al tercer dia del

cultivo (23 % y 24 % respectivamente).

Rot/10 ml

400

300

200

100 -

o ... i i t1
SIEMBRA DIA1 DIA2 DIAS DIA4 DIAS DIAGS DIAT
Tlempo

JUVENILES HEMBRAS CON 1 HUEVO
HEMBRAS G/ 1 HUEVO Hl macHOS

GRAFICA 8. ESTRUCTURA REPRODUCTIVA DE LA POBLACION DE
ROTIFEROS, S8EMBRADOS EN 5 MILLONES DE CEL/ML
DE ALGA Y TEMPERATURA DE 26 GRADOS C.

Estos resuitadoa concuerdan con los obtenidos en
diferentes cultivos de B. plicatilis, donde Lubzens et. al.
(1980) reportan la aparicién de machos a partir del segundo
dia de transferir hembras a algin medio con diferente
salinidad y Neumann-Leitdo, et. al. (1989) encontraron mayor

proporcién de juveniles durante el desarrollo del cultivo.
La presencia de machos durante el presente estudio se

debid a que los organismos sembrados provenian de la cepa de
rotiferos establecida durante la fase 2, pues a través de
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trabajos experimentales se ha demostrado que los cambios en la
calidad o cantidad de alimento, el pH, asi como la restriccidn
del espacio y adicién de medio de cultivo fresco, son algunos
de los factores responsables del cambio en el tipo de
reproduccién y la aparicién de machos en las poblaciones de
rotiferos en cultivo (Pennak, 1953). Por otro lado, mediante
la técnica utilizada no fué posible sembrar sdélo organismos
juveniles sino que también se sembraron hembras con huevos
(Grdfica 6), entre 1los que posiblemente se incluyeron huevos

micticos.

Cabe mencionar que las hembras con un solo huevo aparecen
al dia siguiente que se registré 1la presencia de machos en la
poblacién, por 1lo que se puede afirmar que hubo reproduccién
sexual y que los huevos de estas hembras corresponden a los
llamados huevos de resistencia, pues mediante observaciones
personales se registraron diferencias morfolégicas con los que
cargan las hembras con mé&s de un huevo. Adem&s, concuerda con
lo registrado por Ramakrishna y Sarma (1985) en hembras de
Brachionus patulus. las cuales cargan s86lo un huevo de
resistencia.

La siguiente grdfica muestra que la curva de fertilidad
aumenta de manera inversa a la curva del crecimiento
poblacional de Brachionus calyciflorus, mostrando el punto
mdximo al 3er. dia de cultivo (0.49), cuando la curva de
crecimiento de la poblacién se encuentra en la fase ascendente
y disminuye considerablemente al 6o. dfa (0.17), cuando la
poblacién se encuentra en el punto mdximo de crecimiento (388
rot/10 ml).
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GRAFICA 7. CRECRMENTO POBLACIONAL Y VALORES DE FERTILIDAD
DE LOS ROTIFEROS SEMBRADOS EN 5 MILLONES DE
CEL/AML DE ALGAS Y TEMPERATURA DE 26 GRADOS.

Relacionando los valores de fertilidad con la estructura
reproductiva de la poblacién, el valor mé&ximo se presenta
cuando existe wuna proporcién semejante entre hembras con
huevos y juveniles y decrece conforme aumenta la cantidad de
machos y de hembras con un solo huevo, etapa que corresponde a

la formacidén de huevos micticos (Ruttner-Kolisko, 1974).

Los porcentajes obtenidos a través del andlisis
bromatolégico de 1los rotiferos (fase 5) en relacién al
contenido de proteina cruda, 1lipidos ¥y carbohidratos se

sintetizan en la siguiente tabla.

PROTEINAS LIPIDOS CARBOHIDRATOS
36.16 % 2.4 % 15 %
(+/= 0.6) (+/- 0.4 ) (+/- 0.0)
TABLA 2. Andlisis proximal del rotifero Brachionus
calyciflorus.

En esta Tabla se observa que el valor nutritivo de B.
calyciflorus es alto, sin embargo, es menor al reportado para
nauplios de Artemia salina, que cominmente se han utilizado
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como alimento de crias de peces Yy crustdceos. Los valores
reportados en los nauplios recién eclosionados son de 41.6% de
proteina, 23.1% de lipidos y 22.7% de carbohidratos; sin
embargo es importante tomar en cuenta gque por lo regular,
éstos son utilizados algunas horas después su ecldsion, por lo
que la cantidad de nutrientes ha disminuido considerablemente
(Benijts, et. al.. 1975) y también se ha encontrado que el
valor nutricional de los nauplios varia segun la raza
geogrdfica, las condiciones del medio y el tiempo de eclosién
(Barnabé, 1991).

Por otro lado, durante las primeras etapas de su
desarrollo, algunas especies de peces y crustdceos presentan
una talla muy pequefia, por 1lo que tienen dificultades para
consumir los nauplios de Artemia. Lo que ha hecho necesario el
empleo de otro tipo de microorganismos que sirvan de alimento
y cumplan con los requerimientos nutricionales de los
organismos en cultivo para permitir su desarrollo a tallas
mayores. De esta forma, al utilizar al rotifero B.
calyciflorus como alimento de crias recién nacidas de
Brachidanio rerioc (fase 6 de la metodologfa), se obtuvieron
los Biguientes resultados.

TIPO DE LONGITUD LONGITUD | INCRE DESV.

ALIMENTO INICIAL FINAL MENTO STANDAR
(cm.) (em.) (cm.)

(A) ROTIFEROS 0.350 0.630 0.280 0.082

(B)

HUEVO/ROTIFEROS 0.350 0.659 0.309 0.093

(C) HUEVO 0.350 0.579 0.229 0.090

TABLA 3. Crecimiento de las crias de Brachidanio

rerio, comparando diferentes dietas.
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En esta Tabla se observa que el mayor incremento de
longitud se logra con la dieta B, seguido por la dieta A y el
menor incremento fué con la dieta C. Al comparar estos
resultados mediante el andlisis de varianza (ANDVA), se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (P< 0.02), pero al realizar la comparacién de
medias por el estadistico de Tukey no se registré diferencia
significativa entre la dieta By la dieta A (0.029), por 1lo
que aun cuando el mejor alimento es la combinacién
huevo/rotifero, la dieta a base de rotiferos también permite
el buen crecimiento de los organismos.

AGn cuando en la prdctica la yema de huevo ha resultado
ser buen alimento en diversos peces de ornato (entre ellos
Brachidanio rerio), al comparar esta dieta con el suministro
de rotiferos (Tabla 3)., se observa que las crias presentan un
menor crecimiento, lo que significa que no cubre los
requerimientos nutricionales para el buen desarrollo de éstas.

Por lo anterior se considera que el uso del rotifero
Brachionus calyciflorus como alimento es un factor favorable
para el cultivo de organismos que tengan alto valor comercial
Yy que requieran del suministro de alimento vivo durante sus
primeras etapas de crecimiento. Sin embargo., es necesario
tomar en cuenta algunos aspectos para establecer un cultivo de
rotiferos a nivel masivo con fines de alimentacién, pues, si
bien mediante la técnica de cultivo establecida en el presente
trabajo existen resultados favorables en relacién a la
cantidad de organismos obtenida y la calidad alimenticia que
presentan, respecto a los costos que representa una produccién
a gran escala, no es una técnica costeable si se compara con
el uso de otros alimenpoe no convencionales, como la yema de

huevo, que se utilizan en las crias de peces.



En base a lo anterior, se considera que el cultivo masivo
de rotiferos puede ser viable, también desde el punto de vista
econdmico, si se& desarrolla buscando otras alternativas para
los medios de cultivo, de tal forma que para 1la produccién de
microalgas se utilicen otras sustancias mds econdmicas, como
pueden ser los fertilizantes inorgdnicos utilizados en
agricultura.
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CONCLUSIONES

El alga Scenedesmus spinosus en la concentracién de 20 X
10* cel/ml se considera un alimento adecuado para el
cultivo del rotifero Brachionus calyciflorus.

La temperatura de 27°C es la 6ptima para el cultivo del

rotifero B. calyciflorus.

Al cuarto dia de la siembra, la produccién promedio de
rotiferoe en el cultivo a 27°C es de 390 rot/ml,
correspondiente a 598 000 rot/1.5 1.

La poblacién de rotiferos estd compuesta, a lo largo del
cultivo, por mayor proporcién de juveniles.

Por las condiciones en la siembra de 1los rotiferos. se
presenta reproduccién sexual en el cultivo.

La calidad nutricional de los rotiferos es favorable para
el desarrollo de crias de Brachidanio rerioc ., por lo que
se puede emplear durante las primeras etapas de
desarrollo de diversas especies comerciales en cultivo.

Mediante 1la técnica de cultivo establecida para el
rotifero Brachionus calyciflorus, se dan las bases para
el establecimiento de una produccién masiva de alimento
vivo con alta calidad nutricional.
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RECOMENDACIONES.

Experimentar con el uso de fertilizantes agricolas para
disminuir costos en el cultivo del alga Scenedesmus

spinosus.

Probar el empleo de recipientes de mayor tamafio en el
cultivo de las algas, con el fin de conocer el tiempo en el
que se alcance la densidad deseada.

Probar el efecto de densidades entre 20 y 30 X 10° cel/ml.
del alga Scenedesmus spinosus en el desarrollo poblacional
de los rotiferos, £

Comparar el crecimiento de los rotiferos logrado en los
recipientes de 1.5 litros con algunos de mayor capacidad
(de 5 a 20 litros).

Realizar experimentos para caracterizar la reproduccién
gexual y asexual que se presenta durante el cultivo.

Realizar andlisis de costos en relacién al desarrollo de
instalaciones para una produccién a gran escala.

Experimentar el empleo del alga Scenedesmus spinosus como

alimento de otras especies en cultivo (por ejemplo
rotiferos, cladéceros, copépodos o langostinos).
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APENDICE 1%

CLASE: Monogononta

ORDEN: Ploima

FAMILIA: Brachionidae
SUBFAMILIA: Brachionidae

GENERO: Brachionus

ESPECIE: Brachionus calyciflorus
(Ruttner-Kolisko, 1974).

Organismos dulceacuicolas de vida libre., caracteristicos de
aguas alcalinas; son filtradores omnivoros cuya longevidad
alcanza los 6 dias, su longitud varia entre 200 y 500 micras Yy
presentan dos espinas posterolaterales cuya forma difiere en
relacién a ciertos factores medioambientales. De manera general

su morfologia corporal se divide en tres regiones:

1.- Cefdlica, 1la cual posee wuna corona ciliada
modificada en un &rea triangular situada en la
regién anterior de la boca, se encuentra bordeada
por lineas de cilios fusionados (Pseudotroco) vy
rodeada anteriormente por una serie de penachos
de cirros rigidos.Presenta una estrecha linea de
cilios, evidentemente los remanentes de la banda

circumapical.

Esta regién se encarga de las funciones
bédsicas de locomocién, la captura de nutrientes y
la sensorial. la corona estd dividida en cinco
lébulos distintos entre los que se encuentran
largas cerdas sensoriales y el ojo cerebral.
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2.— Troncal o tronco, el cual estd cubierto por una
l6rica en forma de saco con cuatro espinas sobre
el margen anterior y prolongaciones en forma de
espina en la regidén posterior; se encuentra lleno
de fluido corporal donde se distribuyen los
gsiguientes érganos: tracto digestivo (méstax,
es6fago e intestino), el oOrgano excretor con
células flama, la wvejiga, el érgano genital
(germarium Yy vitellarium); el cerebro manda
inervaciones hacia las antenas dorsal y lateral y
finalmente, numerosos migculos circulares Yy
longitudinales extendidos entre la cabeza y el

pie.

3.— Terminal o pie. Esta ultima regién es estrecha,
segmentada y retrdctil sobre sus segmentos. En su
extremo se encuentran dos prolongaciones o dedos
con glé&ndulas para la fijacién que ademds son
locomotores.

Presentan un méstax grande denominado "Maleado" cuya funcién
es triturar, asir y bombear el alimento, su reproduccién es
tanto sexual como partenogénica. Son dioicos y presentan marcado
dimorfismo sexual, siendo las hembras mé&s grandes que los
machos. Las hembras cargan los huevos en la apertura del pie y
cada huevo se presenta unido individualmente al cuerpo.

Durante la gran parte del afio las hembras se reproducen
exclusivamente por partenogénesis. Estas hembras son 1lamadas
amicticas y producen a su vez huevos amicticos que son
diploides. Existe un segundo tipo de hembras llamadas micticas,
las cuales s6lo aparecen cuando hay condiciones criticas vy
especialmente cuando se presentan cambios en los factores

ambientales. Los huevos de las hembras micticas se desarrollan
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en base a la doble divisién meidética y por lo tanto son

haploides.

En contraste con las hembras amicticas, las hembras micticas
son capaces de ser fecundadas por los machos. 5i se lleva a cabo
la fecundacién, el huevo es fertilizado y forma una pared gruesa
y altamente resistente a las condiciones adversas por lo que
tienden a llamarse ‘"huevos de invierno" o "huevos de
resistencia’. Si alguna hembra mictica no es fecundada. deposita
huevos gue producen machos; mientras que de los huevos

fecundados se producen hembras amicticas.

Bajo condiciones naturales normalmente solo se producen una
o dos generaciones micticas y veinte o cuarenta generaciones
amicticas por afio.

Los machos son de vida corta, no praaentan-”iracto
digestivo, la lérica es desprovista de espinas;: la corona se
gitia en la parte anterior y estd bien provista de cilios. Son
nadadores muy activos, especialmente en la presencia de las
hembras. pues estdn listos para 1la cépula aproximadamente una
hora después de haber weclosionado; la transferencia del esperma
dura aproximadamente dos segundos y se lleva a cabo a través de
la apertura cloacal de la hembra. El macho muere inmediatamente
después; si no logra localizar alguna hembra, el macho logra
sobrevivir sélo dos o tres dias.

* (Ruttner-Kolisko, 1974; Pennak, 1953.)
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APENDICE 2™

El alga Scenedesmus spinosus Chodat. es wuna especie
cosmopolita. Se caracteriza por formar cenobios de dos a cuatro
y. raras veces, de ocho células muy compactas en forma lineal o
alternadas. Cada célula mide de 5.5 a 12 X 2 a 4.5 micras.

En ambos polos de las células exteriores de los cenobios se
presenta una espina fuerte vy ligeramente inclinada, de
aproximadamente la mitad o hasta el total del largo de la
célula, mientras que en los polos de las células interiores se

presentan espinas pequefias de una a dos micras.

En su medio natural presentan una gran variedad en el
acomodo de las espinas laterales 1llegando a causar dudas
taxonémicas; se ha encontrado que cuando se desarrcllan cultivos
de esta especie se pueden presentar también variaciones,
teniendo que en cultivos con linajes puros de células con
espinas, posteriormente pierden estas y por el contrario, de
linajes donde las células no presentan espinas, posteriormente

pueden presentarse éstas.

* (Uherkovich, 1966).
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