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ANTECEDENTES

LA NIXTAMALIZACION

El proceso de la nixtamalizacion puede describirse como la lixiviacion empleando
una disolucion de hidréxido de calcio, la cual se realiza a temperaturas que varian entre
los 80° y 100°C. Este método fue practicamente desarrollado con la domesticacion del
maiz en Mesoamérica hace mas de seis mil afios. Se han hecho numerosos estudios sobre
las caracteristicas del maiz cocido en forma tradicional con cal y se ha encontrado que,
aunque la coccién alcalina disminuye el contenido total de proteina del grano, mejora su

valor nutricio (Duran de Bazia, 1988).

El procesamiento ya industrializado del maiz, basado en la nixtamalizacion, es
realtivamente reciente (considerando los miles de afios del proceso tradicional). Sin
embargo las variaciones entre ¢l proceso industrial con el precolombino son minimas y
unicamente abarcan condiciones de cocimiento y reducciones en tiempo y consumo de

energia y agua.

A pesar de esto, el consumo de agua sigue siendo considerable y los desechos
liquidos fluctiian de 2 a 3 unidades de volumen de agua por cada unidad de masa de
granos cocida. Las aguas residuales de la industria de la nixtamalizacidn, conocidas
como nejayote (del nahuatl nextli, cenizas de cal; ayoh, caldo o cosa aguada y atl, agua)
son consideradas altamente contaminantes, pues se componen de elevadas
concentraciones de materia organica e inorganica en forma suspendida y disuelta (hasta
30 g/1.), ademas de que salen del proceso a temperatura y pH elevados (40° a 80°C y a

14 unidades, respectivamente) (Duran de Bazda, 1987 ab).

Sc considera que para el afic 2000, de acuerdo con el Programa Nacional para la
Proteccion det Medio Ambiente (1990-1994), se verteran 207 m'/s de aguas residuales a
nivel nacional. Ello implica un reto enorme, no solamente para los servicios de agua

potable y alcantariliado, sino también para los sistemas de tratamiento de aguas (INE,
1994).



El sector industrial, de acuerdo con los indices de extraccidn, consumo y
contaminacion del agua, se ha configurado en 39 grupos. de los cuales 9 son los que
producen la mayor cantidad de aguas residuales: Azicar, quimica, papel y celulosa,
petrroleo, bebidas, textiles, siderurgia, electricidad y alimentos. Estos 9 grupos en
conjunto arrojan aproximadamente el 82% del total de aguas residuales de origen
industrial. Se destacan las industrias azucarera y quimica, con et 59.8% del total. En el
caso especifico de la industria alimentaria en la cual se manejan grandes volimenes de
agua, {para et afio de 1988 represent el 22%, de la descarga de aguas residuales
correspondientes al sector industrial) también se generan aguas de desecho
contaminantes (SARH, 1991). '

Actualmente existe la necesidad de producir grandes cantidades de proteina tanto
para el consumo humano, como para consumo animal, pues las fuentes convencionales
de ésta, no logran una satisfaccion completa de la demanda. Esto constituye un

verdadero problema, que es muy probable se agudice en la medida de que la poblacion

aumente,

La produccion de proteina microbiana o proteina unicelilar (PUC), que es un
alimento proteinico derivade de microorganismos casi todos unicelulares, crecidos en
cultivo sumergido en diversas fuentes y desperdicios; ha avanzado considerablemente en
los ultimos aftos debido al elevado potencial que tiene como alimento (Pedroza, 1985)
informa que la biomasa generada del tratamiento del material disuelto presente en el
negjayote puede ser empleada como una fuente no convencional de alimentos. La

composicion es la siguiente:

PARAMETRO CONCENTRACION
Azucares reductores totales, (mg/L) 2.58
Nitrdgeno Kjeldahl, (mgN/L) 291.00
Proteina, (%N x 6.25) 1.84
Fasforo, (mg PO'/L) 178.00
Relacion N : P 1:0.61

Cenizas, (%) 10.20
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Grasas, (%) 4.50
DBO, {mg Oy/L) 7875.00
DQO, (mg 0y/L) 21280.00

Esto surge como una respuesta a la demanda creciente de alimentos, bajos en su
costo y producidos a gran escala, aprovechando las ventajas que tiene la produccion de

microorganismos sobre la de plantas y animales convencionaies,

Algunas ventajas son las siguientes (Rodriguez, R. 1996).

Los microorganismos tienen un tiempo de generacidn relativamerite corto

El contenido de proteina obtenido es relativamente alto

La produccion de proteina microbiana no depende en general de los cambios

climaticos

En cuanto a insumos, sus requerimentos son relativamente bajos y las necesidades

de areas, reducida

Los problemas son pequefios comparados con los que se deben enfrentar en otros

procesos para la produccién de alimentos.

Viendo las ventajas en cuanto a contenido de nutrientes disueltos en este producto
secundario. Se propone que los rotiferos sean cultivados en éste medio, ya que se
alimentan de materia organica suspendida, y que en las optimas condiciones tienen una
tasa de crecimiento poblacional diario (r) de 1.5 y que pueden ser utilizados como

alimento vivo para las larvas de peces y crustaceos
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Resumen

El trabajo que se presenta a continuacion es la comparacion del uso alternativo del
nejayote, como alimento para Brachionus caelyciflorns, en cultivo sustituyendo su
alimento tradicional que es el alga Chorella vuigaris haciendo una comparacion con las

dos dietas viendo como afecta la dinamica poblacional de éste rotifero.

En el contexto actual de interés ambiental se utilizd el agua de desecho de la
industria del nixtamalizacion del maiz (nejayote), ya que contiene nutrientes disueltos, se
uso como medio de cultivo de rotiferos, organismos ampliamente utilizados en
acuacultura como el primer alimento “ideal” para criar larvas de pez y crustaceos Los
rotiferos son usados también como indicadores del estado trofico del ambiente acuatico.
En el presente estudio, se comparé el crecimiento poblacional de rotiferos alimentados
con nejayote en concentraciones diferentes (2%,4%,8%,16% y 32%) y con el alga
Chiorella vulgaris como el control, en una densidad de 2 x 10° cel/ml que se conté con
la camara de Neubauer.

El trabajo se divide en 3 capitulos para que sea mas rapida la comprension vy
seguimiento del tema en particular. En el capitulo 1, se analiza y compara el crecimiento
del rotifero Brachionus calyciflorus usando el nejayote, obtenido de una planta
nixtamalizadora en la ciudad de México, el cual fue diluido en concentraciones del 2%,
4%, 8%. 16% y 32%, y newtralizado (pH = 7). y el alimento tradicional de la microalga

Chlorella vulgaris,

El objetivo fue determinar el efecto de dos dietas diferentes sobre la dinamica
poblacional de B. calyeifforns, con nejayote solo y con alga Chlorella vulgaris. El
aumento de la densidad de los rotiferos fue directamente proporcional a la concentracion
del nejayote y se obtuvo una concentracion dptima del 16% donde la poblacion maxima
de rotiferos fue de (238 + 50 ind. mi"'). La tasa de crecimiento poblacional por dia (r)
varid de 0.355 £ 0,059 a 0,457 + 0.048 dependiendo de la concentracion y combinacién
del alimento. Los resultados obtenidos indicaron que el nejayote puede sustituir al
alimento tradicional del rotifero, (Chlorella vulgaris) obteniendose 3 veces mas

P -1
individuos mi™.



En el capitulo 2, se analiza el crecimiento poblacional del rotifero Brachionus
calyciflorus sujeto a 2 condiciones diferentes de temperatura (25°C y 30°C) y 3
concentraciones de alga (1.0 x 10°, 2.0 x 10° y 4.0 x 10° células m!™'). El objetivo fue
determinar las mejores condiciones para ¢l desarrollo poblacional éptime de los rotiferos
bajo condiciones de alimentacion tradicional. Los resultados mostraron que la densidad
poblacional méxima se alcanzo en el dia 6 a 30°C, mientras que a 25°C se observaron 2

picos el primero en el dia 9 y el segundc en el dia 13.

La densidad poblacional mas alta se observd en las poblaciones sujetas a
temperaturas de 25°C. A 30°C, los valores de (r} en las densidades de 1, 2 y 4 X 10°
células mI” de alga fueron 38 £ 4, 45+ 5 y 85 = 5, respectivamente; mientras que a 25
°C los valores de (r) fueron 104 + 5, 110 % 14 y 97 + 13 para las mismas densidades. Los
valores de temperatura y concentracidn de alimento tuvieron un impacto significativo en
la densidad poblacional maxima afcanzada y el tiempo que tomd para alcanzar la tasa de
crecimiento diario promedio. Con base en los resultados se decidio manejar la cepa de
B. calyciflorus a una temperatura de 25°C, obteniendo un mejor crecimiento poblacional

y durante mas dias que a 30°C con la misma densidad de alimento.

En el capitulo 3, se describe el analisis de la calidad nutricional relativa de A.
cafyciflorus cultivado en las condiciones experimentales mencionadas en el capitulo uno
(Chlorelly vlgaris, 25°C). Para este proposito, se escogi® como organismo prueba al
rotifero depredador Asplanchna sieboldi. El objetivo fite evaluar la calidad nutricional de
B. calyciflorus alimentado con nejayote, nejayote mas alga y solamente alga como el
control, a través de evaluar la dinamica poblacional del rotifero depredador A. sichaldi.
Las curvas de crecimiento poblacional de 4. sicholdi en diferemes concentraciones de
presa (2.5, 5, 10 y 20 individuos/ml/24hr) alimentadas con las opciones (. wulgaris,
nejayote O su mezcla, muestra oscilaciones en la abundancia. En genera! la abundancia de
A. sicboldi alimentado con presas que se alimentaron con nejayote fue significativamente
alta; comparada con aquellos alimentados con presas que se alimentaron de alga 6 alga
mas nejayote, lo que implica una mejor calidad nutricional de los rotiferos en éstas

condiciones de cultivo a pesar de haber tenido el 1amafio del cuerpo mas pequefio (6.24 x

13



10° um®) comparado con la poblacién de B. calyciflorus que se alimenté con algas y

tuvo el tamaiio mas grande (7.98 x 10° pm®).

En los resultados se muestra que la tasa de crecimiento poblacional mas alta fue
0.95+ 0.01 y la més baja fue 0.33 = 0.04 para A. sieholdi alimentado con B. calyciflorus
cultivado con nejayote y con nejayote mas alga, respectivamente. Cuando los individuos
de A. sieboldi fueron alimentados solamente con algas, algas + nejayote 6 nejayote, no
hubo reproduccion lo que indica que cuando se alimentaban con éstas dietas solo

obtenian energia para vivir pero no para reproducirse.

Este estudio indica que el agua residual de la industria de la nixtamalizacion del
maiz para hacer tortillas (nejayote), rica en materia organica, es adecuado para e cultivo
en masa de rotiferos. Ademas los experimentos con 4. sieholdi muestran que la calidad
nutricional de los braguiénidos cultivados en el nejayote es mejor, a los que se cultivan

convencionalmente con alga.

En el apéndice | se describe el método utilizado para el cultivo de la microalga
Chiorella vuigaris. El objetivo fue establecer la maxima densidad del alga que puede
obtenerse en laboratorio para ser utilizada como alimento para los rotiferos. Se analiza el

modelo de crecimiento, obteniéndose una densidad maxima promedio de 50.72 x 10* +

5.89 x 10° células ml™ en el dia 16.

En el apéndice 1, se describe brevemente como hacer una poblacion clonal de

rotiferos.
En el apéndice 2, se muestra la grafica del crecimiento poblacional del alga.
La hipotesis general del trabajo es la siguiente:

El nejayote es rico en materia organica de la cual se pueden alimentar los rotiferos,

por lo cual, se puede obtener de ésta biomasa rica en nutrientes y a un bajo costo.

14



Con base en lo anterior se plantearon los siguientes objetivos.

1. Utilizar el nejayote para el cultivo del rotifero Brachionus calyciflorus Pallas
sustituyendo el alimento tradicioinal utilizado en cultivo Chiorella vulgaris,
determinando que e¢fecto tiene sobre la dinamica poblacional, haciendo una

comparacion entre las dos dietas.

13

. Determinar las mejores condiciones para ef desarrotlo poblacional dptimo del rotifero

Brachiomus calyciflorus sujeto a 2 temperatura diferentes y usando 3 concentraciones

de Chlorella vulgaris.

s

. Evaluar la calidad nutricional del rotifero Brachionus calyciflorus usado como presa,
alimentado a su vez con nejayote, nejayote y alga, observando como afecta la
dindmica poblacional del rotifero depredador Asplanchna sicholdi comparado con los

rotiferos que se alimentan solamente con alga.

BENEFICIOS:

,

Los rotiferos se alimentan de la materia organica que contiene el nejayote,
pudiende utilizarse €l nejayote para obtener biomasa rica en nutrientes y a bajo costo.
Ademas se reduce la carga de materia organica del nejayote y. por lo tanto, contamina
menos los cuerpos acuiticos receptores. Los rotiferos alimentados del nejayote son mas

nutritivos que los que se alimentan de alga Chlorella vulgaris. .

Use of nejaypote for the culture of rotifers: laboratory growth experiments on

Brachionus calyciflorus Pallas

Summary

The use of food processing industrial wastewaters for the growth of rotifers was

attempted in this study. In the present context of environmental concern, harvesting of

15



wastes for the production of usable biomass is rewarding. Torfilla industry being one of
the most important in the food processing sector, 1 used the wastewater for the growth
of freshwater zooplankion (Rotifers). Rotifers are widely used as ideal first food for
rearing larval fish and crustaceans in aquaculture, They are also used as indicators of the
state of aquatic environment. In the present investigation, 1 studied the rotifer growth in

relation to the concentration of Nejayote water.

The work was divided in to 3 chapters. In the Chapter 1, | attempted to culture
rotifers (Brachionus calycifiorusy using the waste water from Mexico's largest food
processing industrial sector based on maize. Waste water in original concentration did
not support rotifers. However, when diluted to 5 concentrations (ranging from 2% to
32% and pH adjusted 10 7.0), rotifer density increased with increasing concentration of
waste water. Green algae (at constant density of 2 x 10° cells ml" of Chlurella) in
combination with waste water resulted in a higher abundance of rotifers only a1 higher
concentrations (above 8%) of waste water. The maximum peak density of rotifers (238 1
50 ind. mI™") was obtained at 16% dilution of waste water and with addition of Chlorela.
The rate of population increase per day {r) (mean + SD) varied from 0,355  0.059 to

0.457 + 0.048 depending on food combination and concentration.

In the Chapter 2. I analysed the population growth of the rotifer Brachiony
cafyciflorus subjected to different conditions of temperature {25 °C and 30 °C) and algal
concentration (namely, 1.0 x 10°, 2.0 x 10° and 4.0 x 10° cells mi" ). 1 found that peak
population densities were reached at around day 6 at 30 °C but between day 9 to 13 at
25°C. The lowest r value recorded in the study was 0.30+0.03 at a food concentration of
1x10° cells mI™" at 25 °C and the highest population growth rate (0.47+0.01) at a food
concentration of 4 x 10° cells ml" at 25 °C. Both temperature and food concentration
had a significant impact on the maximum population density reached, the time taken to
reach the average peak abundance or the rate of growth per day (r).

Inthe Chapter 3, T studied the nutritional quality of waste-water grown A
calyciflorns using a predatory rotifer. The nutritional quality of prey rotifer Brachionns
velyciflorns grown on two types and three combinations of food was tested using the
predatory species Asplanchiua sicholdi. B. calyciflorus was grown using Chlorelia

vilagaris, diluted and pH-adjusted waste water from tortifla industry (agna de nejayore)
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and their mixture. The smallest sized adults {6.24 x 10° pm3 } were observed in B.
calycifiorus populations grown in nejayore water while the largest individuals (7.98 x
10° um’) were obtained from those fed on algae. The body size of brachionids raised on
the mixture of alga and mejayore water showed intermediate results. Population growth
curves of A. sieholdi grown on different prey combinations (algae vs nejayote water and
their mixture) and densities (2.5-20 prey/ml/24 hr} showed oscillations in predators’
abundance. In general, there was a significantly higher abundance of Asplanchna fed on
prey grown in agua de nejayote as compared to those fed on either only algae or algae
plus agua de nejayote. A consistently higher population growth in 4. sieboldi fed on B.
calyciflorus raised on nejayote water probably implied better nutritional quality of prey
rotifers, despite their smaller body size. The highest population growth rate recorded in
the study was 0.95:0.01 and the lowest was 0.3320.04 for 4. sieboldi fed on B,
calyciflorus grown on nejayote water and nejayoie water plus algae, respectively. When
A. sicholdi individuals were maintained (in the absence of prey brachionids) in algae.
algaetnejuyate water or nejayore water alone, no reproduction occurred, although the

asplanchnids continued to live for a few nore days in medium with nejayote water with

or without addition of algae.

This study suggests that wastewater from the rortifla industry (agna de nejayote)
can be used for mass culturing rotifers. From the feeding studies using Asplanchua it is

evident that the nutritional quality of the brachionids raised on wastewater is comparable

to those conventionally raised on algae.

[n the appendix 1, | described the methods of culturing clonal population of

rotifers. In the appendix 2, the growth patterns of the microalgae Chiorella vilgaris

were included.
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CAPITULO 1

Din:imica poblacional de Brachionus calyciflorus Pallas
(Rotifera: Monogononta; Brachionidae) alimentado con nejayote.

1.1 INTRODUCCION

El maiz y particularmente la tortilla, s uno de los componentes importantes en la
dieta de [a poblacion mexicana. Los niveles de consumo de fa industria tortiflera son a
gran escala, por armba de las 50 toneladas por dia. En una industria casera se tiene un
nivel de produccion de alrededor de los 700 kilogramos diarios (Duran de Bazia, 1988).
Mas del 95% de la industria tortillera en México utiliza maiz y el resto utiliza trigo, para
preparar la tontilla por el método tradicional llamado nixtamalizacion (cal-escarpamiento
del maiz), las semillas de maiz son cocidas en agua con cal viva (CaC(Qh). Este proceso
hidroliza 1a dura cubierta de la semilla y hace que las semillas sean facilmente maleables,
aplastando el matenal para formar masa y manufacturar las tortillas. Durante el proceso
de coccin, un namero de sustancias importantes en forma de particulas organicas, que
incluyen proteinas, carbohidratos y lipidos se disuelven en el agua, dando como resultado

un rico medio organtco (Pedroza, 1985).

Los rotiferos se alimentan directamente de la materia orginica disponible
{Pourriot, 1963), v de bacterias y protozoarios (Arndt, 1993). Los rotiferos forman un
importante eslabon en la cadena alimenticia acuatica, particularmente en la transferencia
de energin de un nivel trofico inferior a otro superior. En numerosos trabajos se ha
obtenido una produccion alta de rotiferos (arriba de 500 individuos ml™) utilizando los
residuos de porquerizas y otros residuos de sustancias organicas para alimentar a los
rotiferos {Jhingran, 1991).Ya que el nejayote es rico en materia organica disuelta y no es
toxico, en este estudio se propuso su uso para que los rotiferos se alimentaran de ésta
materia organica que contiene, obteniendo de esta forma biomasa rica en nutrientes y a

bajo costo.

18



L.2. HIPOTESIS

Como el nejayote es rico en materia organica disuelta, puede ser utilizado como
alimento alternativo para sustittuir el alimento tradicional que es el alga Chlorelia

vulgaris.

1.3. OBJETIVO

Utilizar el nejayote para el cultivo del rotifero Brachionus calyciflorns Pallas
sustituyendo su alimento tradicioinal Chlorella vidlgaris, y al ver el efecto que tiene éste

sobre la dinamica poblacional, mediante una comparacion entre las dos dietas.

1.4. MATERIAL Y METODO

En este trabajo se usaron poblaciones clonales (Apéndice 1) de Brachioms
calyciflorus aislados de estanques de plastico del acuaric UNAM campus Iztacala, los
cuales se zlimentaron con nejayote y con el alga . vuigariy en medio EPA (Anénimo.
1985) a una densidad de 2 x 10° células mI'(ésta concentracion se obtuvo en otro
experimento que se menciona en el capitulo 2 determinandose como la concentracién
ideal). El nejayote, fue obtenido directamente de un molino de nixtamal de la ciudad de

México el cual emite diariamente una carga constante de nejayote al drenaje.

Cada tercer dia se colectaron 2 litros de nejayote, y se almacenaron en el
refrigerador a 4°C, utilizandolo para desarrollar los experimentos que se llevaron a cabo

diariamente.

El pH inicial del nejayote coma se obtiene del molino fue de 9.0 debido a los
niveles alios de carbonato de calcio utilizados en el proceso de nixtamalizacion. Este
valor elevado de pH no permite ei crecimiento de los rotiferos (Mitchel y Joubert, 1986),
por lo que se neutralizd agregando 1 ml de HCl al 38% por litro de nejayote.
Precipitandose en este proceso el calcio. el cual se elimina filtrando el nejayote con una
malla de 20pt. En un bioensayo anterior a éste trabajo, se observd que B. calycifforus no

crece en el nejayote en la concentracion con que se obtiene del molino, por jo cua! se



diluyd éste. en las concentractones del 100%, 75%, 50%, y 25%, solo sobrevivieron
algunos en la concentracion del 25%, por lo que se realizo otra dilucion del nejayote en 5
concentraciones: 32%, 16%, 8%, 4%, y 2% a las cuales la sobrevivencia de 8.

calyciflorns fue mayor.

Para el experimento se usaron recipientes transparentes con capacidad de 25 mil
lavados y desinfectados. Se utilizaron 6 tratamientos, 5 experimentales que consisten en
la alimentacion con nejayote en las concentraciones del 2%, 4%. 8%, 16% y 32%, yel
control en €l que se utilizo €. vuigaris a una concentracion de 2 x 10° células ml”', cada
uno de ellos por triplicado. El experimento se llevd a cabo a una temperatura de 25°C,
controlada dentro de un acuario con un termostato, a pH neutro y fotoperiodo constante.
Para mantener las particulas alimenticias suspendidas y facilitar la alimentacion del
rotifero se puso aireacion a los recipientes experimentales. Dentro de cada recipiente de
prueba, se introdujo B.calycifforis en una densidad de | individuo ml™” para observar el

imcremento poblacional diario de los rotiferos alimentado con dietas alternativas.

El conteo de rotiferos, se realizd de la siguiente manera :
a) conteo individual cuando la densidad de rotiferos era menos de 5 individuos ml? 6

b) conteo por alicuotas de 1-5 mI”' cuando la densidades cran mayores 5 individuos

-
ml™ .

La densidad poblacional se estimd diariamente con el uso de un microscopio
estreoscopico, contando individualmente a los rotiferos colocandolos en un recipiente de
acrilico, separandolos con un pipeta Pasteur y depositandolos en un recipiente limpio con
medio fresco. El conteo se hizo para cada una de las réplicas tomando, al menos 3.
alicuotas con una pipeta graduada de 1 ml, hasta que la mayoria de las réplicas

completara un ciclo poblacional, y obteniendo la curva poblacional de su crecimiento.

Para estimar Ia densidad poblacional se contaron sélo los rotiferos vivos durante el
periodo que durd el experimento. La densidad poblacional de los rotiferos es expresada
en nimere de individuos por mililitro. Para estimar la tasa intriseca de crecimiento

poblacional (r) de los rotiteros se utilizo la siguiente formula:
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r=(in N, - In Ng)/t

donde

N¢ = densidad poblacional inicial

N:. = densidad poblacional después del tiempo t.

t = tiempo en dias
1.5. RESULTADOS

Los rotiferos se alimentaron de la materia organica contenida en el nejayote,
obteniendo que la densidad poblacional de Brachionus calycifiorus tuvo un incremento
directamente proporcional con la concentracion del nejayote. Comparado con el alga
donde se muestra que el incremento de la poblacion fue menor (Figs 1 v 2). En la
concentracion del nejayote al 2% la densidad poblacional maxima fue de 40 + 2
individuos ml". En la concentracion del nejayote al 4% la densidad poblacional mixima
fue de 60 + 3 individuos mi"'. En la concentracién del nejayote al 8% se da una densidad
poblacional maxima de 117 £ 3 individuos ml”. El pico mas alto de densidad poblacional
maximo de los rotiferos fue de 241 + 48 individuos m!” que se observé a una dilucién al
16% del nejayote (Fig 3), demostrando que éste desecho tiene un impacto positivo en el
crecimiento poblacional. La tasa intriseca de crecimiento poblacional diario (r) varia
desde 0.355 £ 0.059 a 0.457 + 0.048 dependiendo de la concentracion de alimento (Fig
4). Asi, haciendo una comparacion, cuando la concentracidn del nejayote fue del 8%, la
densidad de rotiferos obtenida fue de 117 £ 3 individuos mi”', demostrando que el alga
puede ser sustitutda exitosamente, como alimento .lradicional en una concentracion de 2
x 10° células mI" donde se obtuvo una densidad de 80 % 2 individuos ml*. A una
concentracion del 32% los rotiferos tienen un crecimiento poblacional pobre siendo su
maxima densidad poblacional 40 individuos mi”’ demostrando que una concentracion

mayor de nejayote a ésta no pueden sobrevivir los organismos.
1.6. DISCUSION

En este estudio se confirmé el uso por parte de los rotiferos de la matenia organica
disuelta en el nejayote, ya que al observarse el nejayote en cada una de las

concentraciones directamente debajo de un microscopio estereoscopico a un aumento de



(t-3 x 10} y en un microscopio dptico en un aumneto de (10 x 10) no se detecto la
presencia de protozoarios, que podrian haber utilizado la materia organica. El uso del
nejayote en su concentracion original, no es recomendable para alimentar a los rotiferos,
va que la alta concentracidon de particulas de materia organica saturan el aparato
digestivo de los rotiferos y por lo tanto hace deficiente la alimentacion (Downing y
Rigler 1894). Esto es evidente en la figura 3, en la cual se muestra que, cuando la
concentracion del nejayote fue del 32%, los rotiferos mantenian una densidad poblacional

baja con un maximo de 40 individuos ml™.

La densidad poblacicnal de Brachionns calyciflorus obtenida, indica que el
nejayole en una concentracion del 8% tiene una carga orgéanica utilizable, comparable al
2 x 10" células ml™" de 1a biomasa de (. vilgaris; en términos de peso seco, el nejayote al
8% equivale a aproximadamente a 28.4 ug ml'"; demostrando que un leve incremento en
la concentracion del nejayote, por ejemplo al 16%, resulta en la prolongacion de la fase
logaritmica. después de la cual los rotiferos crecieron 3 veces mas que en el control. Esto
implica que el nejayote no diluido, contiene facilmente la cantidad de materia organica
utilizable de 355mg I’ que tiene un potencial que da como resultado una produccion de
rotiferos de alrededor de 1.000 individuos ml"'. La produccién de rotiferos a esta
densidad no es comin bajo condiciones de trabajo en el campo. Por ejemplo, las aguas
de porquerisas y el estiércol de corral, utilizados en los tanques de peces para alimentar a
los rouferos dan una densidad comparable a esta densidad de individuos (Jhingran,

1991).

1.7. CONCLUSIONES

La tasa de crecimiento poblacional en los rotiferos, observade aqui en lag 2
combinaciones de alimento y 5 densidades es comparable con los rangos conocidos para
esta especie. Por ejemplo, Sarma ef ol (1997) tiene registrado los valores de r de esta
especie en rangos que varian de 0.2 - 0.8 dependiendo de la concentracion de alimento y
la densidad de inoculacion: en raras ocasiones, el valor de r de esta especie excede 2.0
(Bennet1 & Borass, 1989).

Con los resultados de este estudio se sugiere la utilizacion del nejayote para la

produccion de rotiferos, porque es mejor que el alga, para su desarrolle. Estos rotiferos
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pueden ser utilizados en la acuacultura, para criar larvas de peces y cruticeos. Puesto
que 1a calidad nutricional del nejayote no tienen cambios significativos en su colecta de
una localidad a otra (Pedroza, 1985), estos resultados pueden ser aplicados para el
nejayote colectado de otros sitios y asi ya no sea una fuente de contaminacién para los
cuerpos de agua que reciben las emanaciones que emiten los molinos de nixtamal a los
drenajes. Este experimento, puede formar el comienzo de otros estudios, tales como
aquellos de ta influencia en la produccion de rotiferos en aspectos nutricionales usando el

nejayote como el suplemento del alimento, en este caso el alga (. vulgaris.
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Tabla 1. Analisis de varianza (ANOVA) de las variables de seleccion poblacional en B.
calyciflorus, el crecimiento en relacién a diferentes concentraciones de nejayote y con y
sin adicion del alga como recurso alimenticio.

Variable poblacional Parametro df S8 MS tiempo P
F
Densidad
Poblacional Maxima
Combinacion de 1 16100 16100 19.75  0.00}
Alimento (F)

Concentracion de 4 56274 14068 1726 0.001
agua residual (W)
Interaccion (Fx W) 4 36085 9021 11.07 0.001
Error 20 16302 815

Tasa de crecimiento

poblacional (r)

Combinacion de 1 0196 020 47.10 0,001
Alimento (F)

Concentracién de 5 0417 0.08 16.71  0.001
agua residual (W)

Interaccion (Fx W) 5 0.184 (.04 7.37 0.001

Error 24 0.100 0.004
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Fig.1. Crecimicnte poblacional del rotifero B. calyciflorus en relacién a diferentes
combinaciones de nejayote y en la presencia y ausencia del alga Chiorella vulgaris
{2 2 x 10° células mI™). EI experimento fue mantenido a 25 °C. Se muesira el
premedio £ CE, los valores se basaron en 3 réplicas. El control se describe como un
cuadrado cermado.
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Fig.2. El crecimiento poblacional del rotifero B, calyciflorus en relacién a diferentes
concentraciones de nejayole y en la presencia y la ausencia del alga Chiorella
vidgaris {a 2 x 10° células mi™). Otros detalles como en la Fig. 1.
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Fig.3. Densidad poblacional méxima alcanzada por

Brachionus calyeiflorus en la

presencia (barras blancas) y ausencia (barras negras) del alga Chlorella (a 2 x 108
células mi™) a diferentes concentraciones de nejayote. Se muestra el promedio £ EE

valores registrados en tres réplicas.
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Fig.4. Tiempo de crecimiento poblacional r alcanzado por Brachionus calyciflorus en la
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células ml™") a diferentes concentraciones de nejayote. Se muestra el promedio + EE
errores basados en tres réplicas registracdas.
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CAPITULO 11

Influencia de la concentracién de alimento (Chlorella vulgaris) y
temperatura en la dinadmica poblacional de Brachionus
calyciflorus Pallas (Rotifera)

2.1. INTRODUCCION

El rotifero Brachionus calyciflorus ha sido utilizado ampliamente como indicador
de contaminacion (Joaquim-Justo ef af.,1995), como un organismo de bioensayo (Sneli y
Janssen, 1995}, bioensayo estandar por la Sociedad Americana de Pruebas y Mateniales
de los Estados Unidos (siglas en ingles ASTM, 1991) y como alimento para criar larvas
de peces {Awaiss e al |1992). B. calyciflorus es un rotifero que se ha establecido y esta

distribuido en muchos cuerpos de agua atrededor del mundo, incluyendo México {Koste,

1978).

Debido a que la talla y la tasa de crecimiento poblacional estd normalmente
controlada por las condiciones troficas y la temperatura det ambiente acuatico (Halbach,
1970; Bennett y Borass, 1989), los registros sobre la tasa de crecimiento para la misma

especie son variables de acuerdo con las localidades y experimentos (Bennett e af

1993; Rothhaupt, 1993).

Cada una de las cepas de B. calyciflorus muestran respuestas diferentes al tipo de
alimento y temperatura, {Gilbert, 1970; Starkweather y Keller, 1983; Weithoff y Walz,
1995, Sarma ef al., 1997). Si se expresaran los tipos de alimento utilizados en términos
del namero de células, peso seco, contenido de carbon o valor calorico, los resultados
varian ampliamente, ya que la capacidad de un rotifero para digerir un tipo particular de
alga, depende de la estructura fistca y la constitucion quimica de la misma (Pourriot,
1965). La tasa de crecimiento poblacional de Brachionus calyeiflorus bajo condiciones
optimas varia desde 0.1 hasta 2.0 por dia (Sarma. 1991). En éste trabajo se utiliza el
contéo de la densidad de individuos por mililitro para los rotiferos. Por ésta razon, no se

sabe en que forma una especie de rotifero 6 cepa incrementa su densidad poblacional con
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el aumento del contemdo alimenticio bajo variaciones de temperatura. Esta informacion
es indispensable para poder mejorar el mantenimiento del cultivo de rotiferos que pueden

ser efectivamente usados en Ja acuacultura para la cria de larvas de peces.
2.2. HIPOTESIS

Si se sabe cilal es la temperatira y la concentraciéon optima de alimento para el
buen crecimiento poblacional de los rotiferos, entonces éstas condiciones se tomaran

como un estandar para realizar otros trabajos posteriormente,
2,3. OBJETIVO

Determinar las condiciones para el desarrollo poblacional “4ptimo” del rotifero
Brachionus calyciflorus sujeto a 2 temperatura diferentes y alimentado con aiga

(‘hlorella viigaris usando 3 concentraciones
2.4. MATERIAL Y METODO

Se utilizd B. calyciflorus con tamafo promedio de a 185 + 12 pm, excluyendo las
espinas. Esta especie fue aislada del Lago de Chapultepec (México) y subsecuentemente
cultivado en laboratorio usando como alimento exclusivo (‘hlorella vulgaris, cuyo

didmetro célular es de 5.48+ 1. 21pm (Sarma er al., 1997).

Informacion adicional sobre el cultivo y mantenimiento del alga Chlorella vielgaris

ver el Apéndice 2.

Los rotiferos se alimentaron diariamente con alga en una densidad de 1 x 10%, 2 x
10"y 4x 10° células m!": diariamente se colocaron en medio EPA (Andmmo. 1985)
utilizando agua desionizada para ¢l cultivo. En los cullivas se mantuvieron ahas
densidades de rotiferos, aproximadamente 100 individuos mI”'. Sin embargo, se mantuvo
la poblacion por debajo de 50 individuos mi™" para reducir la posibilidad de produccion
de machos y asi mantener la poblacion sana y en buenas condiciones. Las densidades

poblacionales altas inducen cambios en las condiciones del medio y las hembras en estrés,
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producen huevos micticos, de huevos de resistencia y de machos, cambiando las
caracteristicas de la poblacion. Las hembras que estan en el medio provienen de huevos

amicticos v son hembras partenogéneticas, que no necesitan de machos para fecundar los

huevos.

Para los experimentos realizados se irabajé con 2 temperaturas (25°C y 30°C)
controlandolas con un termostato sumergible, dentro de un acuario de 5 litros. Por cada
combinacion y concentracién de alimento-temperatura se usaron 3 réplicas con un total
de 18 recipientes plasticos transparentes de 25 ml. de capacidad, conteniendo un

volumen de 20 ml de medio EPA 'y pH inicial del medio ajustado a 7.5.

Se imtrodujeron B. cafycifforus de una cepa clonada en una densidad de un

individuo mi™”.

El conteo de rotiferos y la estimacién de la densidad poblacional se realizé de la

misma forma indicada en el capitulo 1.

2.5, RESULTADOS

El crecimiento poblacional de B. calyciflorus estuvo significativamente mas
influenciado (Tabla 3), por la concentracion de alimento y la temperatura. A una
concentracion de 2 x 10" y temperatura de 25°C se obtiene una densidad de 120
individuos ml”, ésta densidad no se obtiene en las otras 5 concentraciones, ni a 30°C, (
Fig. 5 y 6). Los picos de maxima abundancia de la poblacién en este estudio fluctia entre
97+4a 118+ 6a25Cy36:x2a83+ 1l a30°C respectivamente (Tabla 2). Ei
crecimiento poblacional presenta un desarrollo muy comun para el desarrollo de los
rotiferos en €l campo 6 en el laboraterio, alcanzando la etapa asintdtica alrededor del dia
6 a 30°C. pero el crecimiento asintotico se retrasa en los dias 9y 13 a 25°C, (Fig 5byc

respectivamente).

La tasa de crecimiento poblacional por dia (r) aumenta proporcionalmente con la
temperatura y la concentracion del alimento (P < 0.01, 2 - vias ANOVA). Sin embargo,

esta interaccion no es estadisticamente significativa (P > 0.05, 2 - vias ANOVA - Tabla
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3). El valor de r registrado en este estudio fue de 0.30 + 0.03 y la concentracion de
alimento de 1 X10° células mi" a 25°C y el promedio mas alto de la tasa intriseca de
crecimiento poblacional r fue { 0.47 + 0.01) a una concentracion de alimento de 4 x 10°
células ml" a 25°C (Fig. 7).

En todas las prucbas de concentracion de alimento, la densidad poblacional
maxima y el promedio de las densidades maximas fueron las que alcanzaron los valores
en promedio de 98 + 14, 118 £ 6 y 97 + 4 a 25°C. La temperaiura, concentracion de
alimento y su interaccién tuvo un impacto significativamente positivo en la densidad
poblacional méxima alcanzada y el tiempo tomado para alcanzar e} pico promedio de

abundancia ( P <0.01, 2 - vias ANOVA, Tabla 3).

En las curvas de crecimiento, se observa que los rotiferos, alcanzan una densidad
maxima, aunque de menor valor, en menor tiempo a temperatura de 30°C, comparada
con la temperatura de 25°C, sin embargo, la duracion de la poblacién en la temperatura
mas alta, es corta, mientras que a los 25°C la poblacién se mantiene por un periodo de

tiempo mas prolongado,

En el presente estudio, el valor registrado més bajo fue r = 0.47 + 0.01 y el mas
alto fue r = 0.82 + 0.03.

En la tabla 2 se muestran los valores de la densidad poblacional maxima y la

densidad maxima promedio y el tiempo en que se alcanza ésta.

2.6. DISCUSION

La cepa de B. calyciflorus fue aistada de un lago localizado en una altitud elevada
donde las variaciones de temperatura son cercanas a las condiciones subtropicales
encontrando que la temperatura de! agua raramente excede los 30°C (ver datos de
Alcocer y Escobar, 1996). Los valores de temperatura utilizados en el experimento.
(25°C, y 30°C) se incluyen el rango promedio anual de temperatura del sitio en que se
colectaron los organismos. También es evidente que el valor de r va aumentando

proporcionalmente con la densidad de alimento a cualquier temperatura.

33



Comparado con los trabajos realizados por Sarma er al. (1996) se registrd el
crecimiento de B. calyciflorus de una cepa afficana, alimentada con Scenedesmus en
concentraciones de 0.5 x 10° células mi™ a 40.5 x 10° células mI”; y se establecio que la
tasa de crecimiento poblacional diario varia de 0.792 + 0.063 a 1.492 £ 0.129, Sarma e/
al . {1997} regisiraron el crecimiento de B.calyciflorus (también obtenido del lago de
Chapultepec) alimentado con C. vulgaris, en concentraciones de 0.5 x 10° células mi” a
4 x 10" células mi™, pero a una temperatura de (27°C). E! factor que se da en los bajos
valores de r ( 0.82 £ 0.03) de este trabajo y haciendo una comparacién con aquellos
reportados por Sarma ef ol , (1996) ya que las concentraciones de alimento eran iguales,
tue debido tal vez, a las diferencias en la densidad de la inoculacion inicial de los rotiferos

en los recipientes de prueba en que se llevaron a cabo estos experimentos.

Los paramelros obtenidos durante el cultivo de rotiferos fueron: (a) la densidad
maxima poblacional; (b) densidad maxima promedio, la cual es la mas usada por Ia

mavoria de los investigadores, (c) el tiempo en que se alcanza la maxima densidad

peblacional.

Los wvalores de las densidades maximas registradas fueron comparados con
aquellos establecidos en otros estudios con esta especie. Sarma et af., (1996) reporta que
B. calveiflorus alcanzd su maxima densidad que fue de 860 = 69 individuos ml” a una
concentracion de 40.5 x 10° células ml™. En comparaciéon con las concentraciones de
alimento.de 1,2 y 4 x 10° células ml', y basindose en la ecuacion de regresion los
valores de la densidad poblacional son bajos (datos obtenidos en 1996, 4, 9 y 48
individuos ml™. respectivanente, con los mismos valores de alimento) comparados con el

presente trabajo (Figs 5y 6 ).

En el presente estudio se obtuve el valor de 118 £ 6 individuos ml™” a 25°C con una
densidad de alimento de 2 x §0% células ml”" Comparando con Sarma e¢f al., (1997)
donde se registro una densidad maxima de 137 * 15 individuos ml"' a 27°C bajo Ia
densidad de alimento de 4 x 10° y la misma especie de alga. El crecimiento de la densidad

poblacional de los rotiferos muestra las diferencias que se dan, cuando se usan las
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mismas densidades de alimento y reflejan como influye un aumento de la temperatura en

el medio.

2.7. CONCLUSIONES

Cuando la temperatura controlada en los recipientes de] laboratorio aumenta a
30°C o mas, se reduce la densidad poblacional maxima de los rotiferos; esto tal vez se
explica con base en a) adaptacion, en el presente trabajo, se da una adaptacion a la
temperatura templada 25°C, ya que las altas temperaturas afectan el crecimiento éptimo
de la poblacion; y b) con base en las demandas metabdlicas lo cual se incrementa con fas
altas temperaturas {Sarma y Rao, 1990). Por lo tanto el presente estudio indica que la
cepa de 8. calyciflorus tiene una mejor adaptacion natural a 25°C que a 30°C con la

misma concentracion de alimento 1 x 10°, 2 x 10° y 4 x 10° células m!™'.

2.8. REFERENCIAS

Alcocer, J. and E. Escobar {1996). "Limnological regionalizaticn of Mexico".

Lakes & Reservoir: Research and Management. Vol. 2, pp. 55-69.

Anodnimo, (1985). "Methods of measuring the acute toxicity of effluents to

freshwater and marine organisms". US Environmeni Protection Agency. EPA/600/4-
85/013.

ASTM, (1991). "Standard guide for acute toxicity tesis with the rotifer
Brachionus”. Annual Book of ASTM Standards. Vol. 11.04, E1440, American Society
for Testing and Materials, Philadelphia, PA, USA.

Awaiss, A., Kestemont, P. and Micha, J.C. (1992). "Nutritional suitability of the
rotifer, Brachionns calyciflorns Pallas for rearing freshwater fish larvae”, Journal of
Applied Ichthyology. Vol. 8, pp. 263-270.

Bennett, W.N. and Borass, M.E. (1989). "A demographic profile of the fastest
growing metazoan: a strain of Brachionus calyciflorns (Rotifera)”. Oikos Vol. 55, pp.
365-369.

35



Bennett, W.N., Borass, M.E. and Secale, D B. (1993). "Turbidostat culture of
Brachionus calyciflorus: an experimental system to assess biological limits on population
growth”. In Walz, N (ed). Plankton regulation dynamics. Experiments and models in
rotifer continuous cultures. Springer Verlag, Berlin. Ecological Studies. Vol. 98, pp. 77-
86.

Dumont, H. J. and Sarma, §.S.S. (1995). "Demography and populatidn growth of
Asplanchna girodi (Rotifera) as a function of prey (Anuraeopsis JSissa) density”.
Hydrobiologia, Vol. 306, pp. 97-107.

Dumont, H. J.. Sarma, §. 5. S. and Ali, A. J. (1995). "Laboratory studies on the
population dynamics of Amnraeopsis fissa (Rotifera) in relation to food density".

Freshwater Biol. Vol. 33, pp. 39-46.

Gilbert, J.J. (1970). "Monoxenic cultivation of the rotifer Brachiorus calyciflorus

in a defined medium". Oecologia. Vol. 4, pp. 89-101.

Halbach, U. (1970). "Einfluss der Temperatur auf die populationsdynamik des
planktischen Rédertiere Brachionus calycifforus Pallas”. Qecologia. Vol. 4, pp. 176-207.
Iyer, N. and Rao. T. R. {1996). "Responses of predatory rotifer Asplanchna intermedia
to prey species differing in vulnerability: laboratory and field studies”. Freshwater

" Biology. Vol. 36, pp. 521-534.

Joaquim-Justo, C., Gosselain, V., Descy. J. P. and Thome, JP. (1995). "Relative
importance of the trophic and direct pathways on PCB contamination in the rotifer

species Brachionus calyeiflorus (Pallas)". Hydrobiologia Vol. 313/314: 249-257.

Koste, W. (1978). "Rotatoria. Die Radertiere Mitteleuropas". Gebruder,
Borntraeger, Berlin, Vol. | & Vol. 2.

Pourriot, R. (1965). "Recherches sur I'ecologie des Rotiferes”, Vie et Milieu

{Suppl.) 2i: pp. 1-224.

36



Rothhaupt, K. O. (1993). "Steady-state growth and carbon metabolism of
Brachionns rubens and B. calyciflorus”. In: In Walz, N (ed). Plankton regulation
dynamics. Experiments and models in rotifer continuous cultures. Springer Verlag,

Berhin. Ecological Studies Vol. 98, pp. 123-132.

Sarma, S. 8. 8. (1996). "Retifer mass culture systems”. Chapter 3. In; International
Workshop on Rotifer Culture Systems. Laboratory Manual. UNAM Campus Iztacala,
Meéxico, pp. 22-27.

Sarma, 8.8.S. (1991). "Global bibliography on Rotifera”. Bicinformatics Centre,
Madurai Kamaraj University, Madurai, India, Vol. 1, pp. 1-485,

Sarma, $.5.5. and Rao, T. R. (1990). "Population dynamics of Brachioms patuius
Muller (Rotifera) in relation to food and temperature”. Proc. Indian Acad. Sci. (Anim.

Sci.). Vol. 99, pp. 335-343.

Sarma, $.S.S., lyer, N. and Dumont. H.J. (1996). "Competitive interactions
between herbivorous rotifers: importance of food concentration and initial population

density”. Hydrobiologia. Vol. 331, pp. 1-7.

Sarma, $.8.S., Araiza, M. A_ F and Lopéz, R. J. A. (1997). "Influence of food
concentration and inoculation density on the population growth of Brachionus

calyciflorns Pallas (Rotifera)”. Environment & Ecology. Vol. 15, pp. 435-441.

Snell, T. W. and Janssen, C. R. (1995). "Rotifers in ecotoxicology: a review”.
Hydrobiclogia. Vol. 313/314, pp. 231-247.

Starkweather, P. L. and Keller, P. E. (1983). "Utilization of cyanobacteria by
Brachions calyciflorus: Anahaena flos-agrae (NRC-44-1) as a sole or complementary

food source". Hydrobiologia Vol. 104, pp. 373-377.

37



Weithoff, G. & Walz. N. (1995). "Influence of the filamentous cyanobacterium
Planktothrix agardhii on population growth and reproductive pattern of the rotifer

Brachionus calyciflorus”. Hydrobiologia. Vol. 313/314, pp. 381-386.

38



Tabla 2. Informacion de la maxima densidad poblacional y 12 densidad poblacional mas
relevante de Brachionus calyciflorus con relacion a ia densidad de alimento. Los datos
se expresan en dias en los cuales la densidad méaxima poblacional y la densidad pico

fueron obtenidos (vea el texto).

Temp. Densidad de Densidad Dia de Ia Densidad Dia donde
{°C) Alimento poblacional densidad méxima se alcanzo
(x 10° células maxima poblacional alcanzada la primera
mi™) (No./mi) maxima (no./ml) densidad
Y£ds, Yid.s. Yd.s, maxima
25°C | 104+5 12.7+£1.2 98+14 12
2 116+14 12.7+0.6 11846 13
4 97+13 9.0+£0.0 97+4 9
jo0°C | 3814 8.0+1.7 36+2 9
2 4545 6.0£0.0 45+5 6
4 858 14.7+0 6 83411 6

Tabln 3. Anahsis estadistico de varianza de dos - vias (ANOVA) de las variables

poblacionales seleccionadas en B. calyciflorus,

VARIABLE PARAMETROS df SS MS tiempo P

POBLACIONAL A

Densidad

Poblacional Maxima
Concentracion de 2 127967 63984 739 0.6}
Alimento(F)
Temperatura (T) 1 1011513 1011513 116,77 0.00]
Interaccion (F x T) 2 282202 14il1.01 1629 0001
Error 12 103945 8662 -

Dia de ta Densidad

Maxima
Concentracidn de.2 1900 .50 11.40  0.01
Alimento (F)
Temperatura (T) 1 1606 16.06 1927 0.0l
Interaccion (F x T) 2 13144 6572 78.87  0.001
Error 12 10.00 0.83 -

Tiempo de

Crecimiento

Poblacional {r)
Concentracion de 2 0.022 0.011 8.46 0.01
Alimento (F)
Temperatura (T) 1 0.027 6.027 2077  0.00]
Interaccion (F x T) 2 0.003 0.0015 1.15 0.350
Error 12 0.016 0.0013
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CAPITULO I

‘Calidad nutricional de la presa Brachionus calyiciflorus y su
efecto en el crecimiento poblacional del rotifero depredador
Asplanchna sieboldi (Rotifera)

3.1. INTRODUCCION

Todos los miembros del genero Asplanchna son depredadores; su dieta no esta
predominantemente basada en ciliados (Arnd, 1993} y rotiferos (Kabarin, 1974), sino
también consiste de cladoceros {Guiste, 1977) y copépodos (Williamson, 1983).
Numerosos estudios de campo y de laboratorio tienen registrados el mimero de presas y
sus densidades, encontradas en el intestino de Asplanchna (Green y Lan, 1974; Sarma,
1993; lyer y Rao, 1996). Esto implica que la presion de la depredacion por Asplanchi

en la comunidad de zooplancton de talla pequeiia es considerable.

Los rotiferos, particularmente del género Brachionus, son ampliamente usados en
la acuacultura. En México sus técnicas de cultivo comienzan a ser implementadas
recientemente (Ramirez-Sevilla 7 al., 1991 Castellanos-Paes er af., 1994ab; Andnimo.
1996,1997). En las practicas de acuacultura, no sélo el tipo y tamafio de la presa son
importantes para el depredador; también lo es su calidad nutricional. Amplias
investigaciones indican que el valor nutricional de Brachionus depende en alto grado de
la naturaleza de la dieta proporcionada (Hamza y Robin, 1992). El cultivo de rotiferos
con levadura, por ejemplo; tiene deficiencias en acidos grasos, a diferencia de los que se
cultivan con algas verdes tales como Chlorella (Rodriguez ef al.. 1996). Esto es esencial
en las pruebas de calidad nutricional. El crecimiento de la presa que se alimenta de un
medio en particular para ser consumida por el depredador. y ver que efecto tiene en
términos de crecimiento poblacional, es una prueba que se recomendaba realizar para

usar esta presa en la acuacultura.

En el capitulo 1 se muestra que Brachionus calyciflorus puede facilmente ser
cultivado en nejayote. La alta produccién de B. calyciflorns en estos afluentes puede ser

aprovechado en la produccion de peces, si la calidad nutricional de los rotiferos que se

43



alimentan en €ste medio es buena. En pruebas realizadas con estos rotiferos, usando al
rotifero depredador Asplanchna sieboldi como una herramienta de bioensayo se
comparan los rangos del crecimiento obtenidos cuando se alimenta de B. calyciflorus
cultivados bajo tres condiciones: alimentados solo con C. vulgaris, asi como una mezcla

de (" vugaris - nejayote, y el nejayote solamente.

3.2. HIPOTESIS

Si Brachionus calyciflorus alimentado de nejayote contiene los nutrientes
requeridos por el rotifero depredador Asplanchna sieboldi, entonces la calidad

nutricional del primero, se refleja en el crecimiento poblacional del segundo.
3.3. OBJETIVO

Evaluar la calidad nutricional del rotifero Brachionns calycifforus usado como
presa, alimentado con nejayote, nejayote + alga y solo alga, observando como afecia la
dinamica poblacional del rotifero depredador Asplanchna sicholdi comparado con los

rotiferos que se alimentan con alga.

3.4. MATERIAL y METODO

Se usaron dos especies de rotiferos para este trabajo: B. calyciflorus Pallas, 1766
coma la presa y A. sicholdi (Leydig, 1854) como el depredador. Ambas especies de
rotiferos fueron aisladas de estanques y se clonaron por los Gltimos 6 meses previos al

cxperimento, para adaptarse al medio de cultivo.

B. calyciflorns fue cultivado separadamente en acuarios de vidrio de 50 litros de
capacidad usando tres tipos de alimento. Se usaron algas verdes (. vwigaris para criar
B. calveiflorns el cual actio como la dieta control. En el taboratorio del acuvario de la
UNAM Campus lztacala, se criaron B. calyciflorns en densidades de 200 = 20
individuos ml" usando nejayotetalga y nejayote como diela experimental. Las
condiciones fiteron favorables ya que el incremento méaximo de poblacion de B

cedyciflorns fue en nejayote diluido al 16% con medio EPA (EPA, 1985) después de ser
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filtrado a través de una malla de 20um (para remover las particulas organicas grandes y
los ciliados} y el pH y la temperatura se ajustaron a 7.0 y a 25°C, respectivamente (ver
capitulo 1). Se manejaron 3 combinaciones de presa, los B. calvciflorns que crecieron en
nejayote, en 50% de . vulgaris (a una densidad de 2 x 10° células ml") y 50% de

nejayote (a una dilucion del 16%) y el control que se alimento solo de alga (. vulgaris.

El depredador A. sieboldi se cultivé en un acuario de vidrio de 1 litro de capacidad
en medic EPA y se alimentd de B. calyciflorus que se alimentaba a su vez con (.
vulgaris como alimento exclusivo. Aunque A. sieholdi pudo crecer a densidades tan altas
como (10 individuos mI™"), 1a poblacién se mantuvo a una densidad promedio menor de 2

individuos ml”' para evitar que las hembras sufrieran estrés.

Para el experimento se usaron recipientes de plastico transparentes de 25 mil,
conteniendo 20 ml de medio EPA con la presa que crecid en cada una de las tres
combinaciones de alimento. A estos recipientes de prueba se le adicioné alga diluida (0.5
x 10° células mI™) en pequeias cantidades (3 ml) y nejayote (a una concentracion del
10%). Se usaron cuatro concentraciones de presas (2.5, 5, 10 y 20 individuos ml"), se
manejaron tres réplicas para cada tipo de presa y concentracién. En total se usaron 36
recipientes de prueba (3 tipos de presa nutricional x 4 densidades de presa x 3 réplicas =
36). Dentro de cada uno de los recipientes de prueba que contenian presas en un estado
de nutricion en particular y de densidad, se introdujeron juveniles de A. sieholdi en una
densidad inicial de 0.1 individuo ml”. La densidad de las presas y los depredadores fue
contada individualmeme CON un MICroscopio estereoscopico, contenidos en una cajita de

acrilico para poder contar a los organismos y sacarlos con una pipeta Pasteur.

Siguiendo la inoculacion inicial, se monitoreé la densidad poblacional del
depredador cada 24 horas, los depredadores sobrevivientes fueron transferidos a un
recipiente nuevo con el tipo de zlimento seleccionado y a la densidad deseada. Los
machos y los organismos muertos fueron raros y se encontraban a bajas densidades
cuando se tenia una poblacion maxima; estos fueron removidos cuando se encontraban y
no se incluyeron para estimar la densidad poblacional de A. sicholdi. El experimento se

termind el dia 10 cuando la poblacién completé su ciclo & mostré una disminucion en el
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crecimiemo poblacional. Se calculd la tasa intriseca de crecimiento poblacional (r)
(Capitulo 2).

Para ver la diferencia en la calidad nutricional del tipo de alimento y su influencia
en el tamafio del cuerpo de B. calycifiorus, se midieron s6lo las hembras que portaron
huevos en fa fase exponencial de su crecimiento. Para medir el tamanc del cuerpo, se
separaron 50 hembras ovigeras para cada uno de los tanques de cultivo y se fijaron en
formol al 5%. Las medidas de B. calycifforus incluyeron el largo y el ancho; las espinas
antenores, posteriores y posterolaterales no se incluyeron. Se usd un micrometro ocular,
calibrandolo para medir el tamafio de los rotiferos, los cuales fueron medidos usando
dicho micrometro. El tamafio del cuerpo del rotifero fue expresado en volumen ( um’)

siguiendo a Ruttner-Kolisko (1977) y Walz er al. (1995).

3.5. RESULTADOS

La curva obtenida del crecimiento poblacional de A.seibodi abmentado de
diferentes tipos de presas y densidades, muestra oscilaciones en los depredadores
(Figuras § a 13). En general. muchas pablaciones muestran una fase de adaptacién muy
corfa, una fase exponencial y una fase estacionaria. La densidad promedio de 4. seibodi
varia desde 0.2420.01 individuos mI" a 2.2440.17 individuos ml"* en las densidades bajas
de fas presas (2.5 individuos ml™") que crecen en la mezcla de nejayote o de aquellos de

densidades altas (20 individuos ml™") criados en nejayote.

Los efectos nutricionales de las presas que crecen en diferentes tipos de alimento
fueron evidentes en términos de las densidades maximas registradas por A. sicholdi. En
general, se obtuvo una abundancia significativamente mayor de los asplacnidos que se
alimentan de presas que crecen en el nejayote al compararse con las otras que se
alimentaron en ambos casos solo de alga 0 de alga mas nejayote (P<0.05, ANOVA,
Tabla 4, Sokal y Rohlf, 1981).La proporcion del crecimiento poblacional calculado
durante la fase exponencial de poblacién muestra tendencias similares (Fig. 12, Tabla 4).

La proporcion mas alta del crecimiento registrado en 4. sicholdi que se alimentd
de B. calveiflorus y que crecio en nejayote y nejayote mas alga fue de 0.95£0.01 y la mas

baja fue de 0,33£0.04 respectivamente.
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El tamafio del cuerpo de B. calyciflorus que crecid en diferentes tipos de alimento
muestra diferencias significativas (P<0.05, A-prueba, Tabla 4, Fig. 13). Los adulios con
tamafio pequefio (6.24 x 10° pm®*) fueron observados en las poblaciones que nacieron en
el nejayote, mientras que los individuos grandes (7.98 x 10° pm®) se obtuvieron de los
que se alimentaron del alga. El tamafio del cuerpo de los braquidnidos criados en la
mezcla del nejayote més alga mostraron resultados intermedios.

Los valores de “r” para 8. calyciflorus fueron afectados significativamente por la
adicion de alga al medic y la concentracion del nejayote, teniendo un impacto
significativo (P < 0.00F, 2 - vias ANOVA, Tabla l)en el tiempo del crecimiento
poblacional. Las concentraciones del 2% y 4% de nejayote y nejayote + . vulgaris no
tuvieron un valor significative para el crecimiento poblacional de B. calycifiorus como
presa (P < 0.05 F- prueba). En las concentraciones del 16% y 32% de nejayote + (.
vilgaris las maximas densidades observadas fueron (61 = 12 y 29 =+ 3 individuos ml™)
que son bajas haciendo una comparacion con la densidad obtenida de los rotiferos

alimentados con nejayote en las mismas concentraciones.
3.6. DISCUSION

La adicion del alga a altas concentraciones de nejayote, puede ayudar en la
absorcion 6 utilizacion uniforme de las sustancias toxicas disueltas, tales cdmo amonio y
otros compuestos inorgénico§ como nitrogeno (Borowitzka & Borowitzka, 1988).

En general, muchas poblaciones muestran una fase de adaptacidon muy corta, una fase

exponencial y una fase estacionaria,

La curva de crecimiento poblacional de A. sicholdi obtenida aqui es muy comin
para el zooplankion oportunista (Downing y Rigler, 1984; Rothhaupt. 1988; Rothhaupt
y Lampen. 1992; Rico-Martinez y Dolson, 1992). Las variaciones en la abundancia
poblacional de las especies de Asplanchna en relacion al tipo de presas indican que la
calidad nutricional juega un papel importante . Por ejemplo, Maly {1975) muestra que A.
brightwedli alimentado con Ewglena tuvo un crecimiento y una sobrevivencia pobre

cuando se compard con los que se alimentaban de Paramecinm en biomasas que eran
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comparables. Stemberger y Gilbert (1984) tienen documentado que la entrada de
concentraciones de alimento requerido para mantener una poblacion de Asplanchna varia
de 0.5-0.7 pg por pg del peso seco del depredador por dia. Sin embargo, los datos en la
calidad nutricional de algunas presas que crecen en diferentes condiciones de cultivo no
son las adecuadas. Rothhaupt (1995) muestra que Barchionus rubens que se alimentaron
con una dieta de Scepedesnus que se cultivdo con un medio de nutrientes limitados
(cantidad de fosforo en el medio disminuido) y otro medio con nutrientes no limitados en
proporciones comparables, las mas altas densidades de crecimiento fueron oblenidas
cuando Barchionus rubens se alimento de Scenedesmus que crecid en el medio con los
nutrientes no limitados, Esto implica que la calidad nutricional del alimento determina el

control en la abundancia de estos consumidores secundarios.

Se tiene bien estabiecido que la calidad nutricional de los braquidnidos usados
como presa es altamente determinante por el tipo de alimento con el cudl se alimentan

{Watanabe et al. 1993),

3.7. CONCLUSION

La composicién quimica de muchas especies de cultivos de alga incluyendo
Ilorellu vilgaris esta bien documentada bajo una variedad de condiciones de medio de
cultivo {Kuhl y Lorenzen, 1964). Sin embargo, la composicién quimica del nejayote ne
ha sido completamente estudiada (Pedroza, 1985). No .se realizd un estudio
bromatolégico de la composicion quimica de B. calyeifforus que se alimento de las dietas
diferentes que se proporcionaron en este trabajo, por no tener acceso. Sin embargo, el
primer paso hacia tal estudio podria ser entendido por los efectos que tiene B.
calveiflorns en la densidad poblacional de los consumidores terciarios. Tradicionalmente
fas larvas de peces son usadas para saber cual es ef estado de la calidad nutricional de los
rotiferos (Fukusho, 1989). Por lo tanio Asplanchna, puede ser usado como una
herramienta de bicensayo para hacer pruebas de esta naturaleza. Estos ensayos
permitiran saber cual es la respuesta numérica que esta en relacion al tamafio, densidad,

movimiento y acumulacidén de toxinas en la presa (Snell y Janssen, 1995; lyer y Rao,
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1996). Este estudio muestra que la calidad nutricional de los rotiferos usados como

presas afecta la respuesta numérica de Asplanchna.

La proporcion del tamaiio del cuerpo observado en B. calyciflorus fue pequefio
(6.24 x 10° - 7.98 x 10° um'} en comparacion a lo reportado por Walz ef al. (1995)
(18.15 x 10° - 23.94 x 10° pm®). Sin embargo, las diferencias en las tallas del tamafio del
cuerpo de esta especie son normales en la altura y las medidas para esta especie se
encuentra dentro de estos rangos (4.78 x 10° - 150.62 x 10° pm" Kutikova y Fernando,
1995). Cuando B. calyciflorus se alimento de C. vulgaris, el tamafio del cuerpo de los
adultos fue significativamente grande en comparacion a los que se alimentaron del
nejayote (P<0.01, A-prueba, Tabla 4). Adn, la densidad poblacional promedio o el
promedio de crecimiento de 4. sieholdi son bajos cuando se alimenta de B. calyciflorus
el cual consume C. vidgaris. Esto podria ser debido a que la calidad nutricional de estos
rotiferos es menor, en comparacion a los que consumen el nejayote. Un bicensayo
temprano sefiala que B. calyciflorns muestra un importante promedio de crecimiento
cuando se cultivd en nejayote que cuando se cultivo en (. wulgaris (Capitulo 1). El
promedio de crecimiento de los rotiferos que se alimentan de nejayote anuta los factores
que afectan directamente 6 indireciamente el tamafio del cuerpo obtenide en este
estudio; cada uno bajo condiciones de cultivo controladas. Estos incluyen la fase de
crecimiento poblacional (Yufera, 1984; Sarma 1996), densidad de alimento (Duncan,
1989) y composicion de la carga bacteriana en el nejayote (Pedroza, 1985, Duran de
Bazua, 1988). Las bacterias son el ultimo factor que se debe asumir como suplemento
alimenticio para el Asplanchna en el recipiente de prueba. Para evaluar esto, se disefid un
experimento separadamente introduciendo A. sicholdi individualmente en los recipientes
de prueba, conteniendo 20 ml. de medic con alga, alga + nejayote y solo nejayote sin
Brachionus, los datos que pertenecen a este experimento son presentados en la tabla 5.
En estos datos es evidente que no ocurre la reproduccion de A. sieholdi en la ausencia de
los braquidnidos presa, aunque los individuos continuaren viviendo por unos pocos dias
mas en el medio preparado con nejayote, con ¢ sin la adicidn del alga. Esto no podria
tener un efecto significativo en el crecimiento de la densidad poblacional de 4. sicholdi
en esta prueba, porque sélamente se usaron pequefios volimenes de nejayote diluido, Ei
pobre crecimiento de A. sicholdi alimentado de B. calyciflorns que crecieron en una

mezcla de alga y el nejayote puede ser atribuida a la saturacion del aparato digestivo del
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rotifero B. calyciflorus mas que a la perdida de la calidad nutricional de (. vuigaris, ya
que cuando se satura el apz.arato digestivo no se aprovechan los nutrientes. Un
consistente crecimiento poblacional de A. sieboldi alimentado de B. calyciflorus criado
en nejayote probablemente implica una mejor calidad nutricional de los rotiferos presa

utilizados en este experimento y la sustitucion de su alimento natural que fue (. virlgaris.
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Tabla 4. Anilisis estadistico de las variables poblacionales seleccionadas observadas en
este estudio.

Vanable DF S§§ MS F P
Densidad poblacional

maxima

Tipo de alimento 2 2.345 1.17 43.63  0.001
Densidad de alimento 3 13.809 46 17128 0.001
Interaccion 6 0.0878 0.15 5.44 0.0!
Error 24 0.06455 0.03 - -
Proporcion del incremento

poblacional

Tipo de alimento 2 0.495 0.25 104.89 0.00}
Densidad de alimento 3 0.519 0.17 7331  6.001
Interaccion 6 0.054 0.0023 0.96 ns
Error 24 0.057 0.0024 - -
Volumen del cuerpo

Tipos de alimento 2 85200x 10" 42600x 107 22.87  0.00
Entre ambos 147 273856x 10" 1863 x 10" - -

Tabia 5. Datos de densidad poblacional de A. sieholdi mantenidos en 20 mi de alga
(Chiorella a 2 x 10° células/ml), alga + nejayote (diluida en proporcion del 16%) y
nejayote. Para cada uno de los recipientes de prueba, fueron usados 2 neonatos de A.
sivholdi. Para cada tipo de alimento, se usaron tres réplicas. La densidad de 4. sicholdi
fue estimada diariamente y el medio se cambio, con medio fresco después de cada
contéo. Los valores mostrados son promedio = EE para 20 ml de volumen. El

experimento se dio por terminado en cada prueba cuando los individuos murieron.

Dia Alga Algat nejayote Nejayote

0 2.00£0 00 2.00+0.00 2.00+0.00
I 1.33+0.67 2.00£0.00 1.67+0.33
2 0.00+0.00 1.67+0.33 0.67+0.33
3 - 1.67+0.33 0.67+0.33
4 - 1.00+0.00 0.67+0.33
3 - 0.00+0.00 0.00+0.00
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Fig. 8. Curva del crecimienio poblacional de Asplanchna sicholdi en relacion a la presa
(Brachionus calyciflorus) a una densidad de 2.5 individuos/ml/24 hr Se muesiran los
valores de (promedic = error estdndar) basados en 3 iéplicas regisiradas. Las
ievendas a, b y c. muestran en la presente figura fas condiciones alimenticias salo
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Fig. 13. Volumen del cuerpo (um’) del rotifero (Brachionus calyciflorus) en relacién a
los tres tipos de alimento, solo alga (ofrecida diariamente en una proporcion de
2X10%els/ml de Chlorella), alga mas nejayote (50% del 84% dedilucion) y solo
nejayote (84% diluida con medio EPA). Los valores mostrados son el promedio +
error estindar basados en 50 observaciones de medidas en diferentes estadios del
crecimiento poblacional.
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CONCLUSIONES GENERALES

De este trabajo podemos concluir que el nejayote si puede ser utilizado para la
produccion de rotiferos, ya que se abtuvo el crecimiento poblacional del rotifero en éste
nejayote y que no tiene costo alguno, ya que se tira al drenaje como un producto
secundario, sin ser tratado. El rotifero alimentado del nejayote puede ser utilizado en la
acuacultura para el desarrollo de larvas de peces y crustaceos. De esta manera se
propone ta sustitucion del alimento tradicional que son las microalgas por el nejayote. El
nejayote a una concentracion de 8% puede sustituir una concentracién del alga de 2 x

10° célutas ml" Capitulo |

L.a temperatura optima para el crecimiento del rotifero se obtuvo a 25°C ya que en
esta, se dio un crecimiento poblacional mejor demostrando que es una adaptacion natural

a las temperaturas templadas, ya que a 30°C se redujo la densidad (", vn/garis. Capitulo

2

La calidad nutricional de los rotiferos utilizados como presas que se alimentaron
del nejayote, aunque tubieron un menor tamafio que los cultivados en (" vilgaris, fue
buena va que afecta positivamente en la respuesta numeérica de A. sieholdi utilizado
como organismo de prueba en éste trabajo, por ser un consumidor terceario. Se dio un
consistente crecimiento poblacional de A. sieholdi, superando en niimero a los que se

alimentaron con C. vilgaris a una concentracion de 2 x 10° células mI™,
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RECOMENDACIONES

Experimentar con larvas de peces y crusticeos alimentandolos con rotiferos
cuitivados en nejayote para ver su desarroflo de postlarva a juvenil y compararlo con los

rotiferos alimentados con algas.

Probar el empleo de acuarios y estanques de mayor tamaiio, en el cultivo de
rotiferos con nejayote para conocer ¢l tiempo en que se aicance la densidad poblacional

deseada.

Probar el nejayote en otras conceniraciones entre 8% vy 32% en el desarrollo

poblacional de los rotiferos.

Hacer pruebas con la mezcla ratifero + alga, ralizando diluciones para saber cual es

la concentracion Optima en la cual puede ser utilizada.
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APENDICE 1

Poblacion clonal de rotiferos.

Se lleva a cabo utilizando solo un rotifero neonato, que se va a poner en un
recipiente pequeito con medio EPA y alimento. Diariamente se cambia al rotifero del
medio, filtrandolo con una malta de 40u y colocindolo en un reciptente limpio, con
medio fresco y alimento fresco. Como la tasa de crecimiento poblacional de los rotiferos

es de 1.5 diario en pocos dias tendremos una poblacion, que se va incrementando

diariamente.
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APENDICE 2

Produccién de microalga (Chlorella vulgaris) en laboratorio

INTRODUCCION

“Las caracteristicas deseables de una cepa algal incluyen: 1) un alto valor
nutricional. 2) nula toxicidad, 3) facil acceso de captura y 4) bajo costo de produccion.
Por oira parte, las cepas utilizadas en sistemas de cultivo a cielo abierto, deben presentar
intervalos amplios de respuestas para adaplarse a las variaciones anuales de
irradianciones, temperatura y nutrientes, ya que los cambios de intensidad luminosa
pueden inhibir 1a division celular por insuficiencia é por exceso, Esta tltima se manifiesta
al sobrepasar la intensidad de saturacion (Is) y por ende, la capacidad fotosintética <e la
celulas en cultivo. A su vez la Is es afectada por la temperatura. Con base en ese
pardmetro, las cepas pueden clasificarse: en mesofilicas 6 termofilicas. Una cepa
mesofilica muestra un crecimiento poblacional favorable en todos los meses del afio, pero
con una disminucién en verano. En contraste, las cepas termofilicas presentan gran
actividad en los meses de verano, pero no asi en invierno. Por lo tanto, para obtener
cosechas altas en zonas donde las variaciones de temperatura e intensidad luminosa son
amplias durante el afio, deben de analizarse: 1) el potencial de diferentes cepas en
sistemas de produccién y 2) su caracterizacion a través del tiempo para una mejor

selecaién” {Richmond, 1986).

Se decidid utilizar la especie Chlorella vilgaris Beijerink 1890. con base en sus
caracteristicas poblacionales: 1)rapido crecimiento poblacional, 2)tamafio pequeiio. Esta
especie habita el mismo medio que el rotifero Brachionus calyciflorus. Con ello se
garantiza la alimentacién adecuada de este segundo. En Brasil se tienen registros de la
presencia de Brachiomus colyciflorus asociado con la abundancia de cloroficeas,

principalmente Actinastrunt spp. y Chlorella sp.(Pavon Meza1993).
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Aislamiento del alga

El alga C. vulgaris fue aislada originalmente de} fago Chapultepec y mantenida en
el acuario de la UNAM Campus lztacala. Su cultivo masivo se desarrollé con el fin de

reconocer su densidad poblacional maxima y el tiempo necesario para alcanzarla.
MATERIAL Y METODO

Mantenimiento de 1a cepa

E! monocultivo fue inoculado en tubos de ensaye mediante la técnica de dilucion
seriada (1:10 a 1:100). En forma paralela se hicieron inoculaciones en cajas de Petri vy
tubos de ensaye con medio BOLD BASAL (Apéndice 3) solidificado que, una vez
incubadas hasta apreciar crecimiento algal sobre toda la superficie del medio fueron

conservadas en refrigeracion + 4°C.

A partir de la cepa pura se tomd una alicuota, sembrandola en matraces
Erlenmeyer de vidrio de 500 ml, con medio BOLD BASAL (Fernandez ef al, 1996), con
la finalidad de propagar las células y posteriormente inocular en recipientes de plastico
con una capacidad de 2,000 ml previamente desinfectados por cloracién, los cuales
contenian un volumen de 1,800 ml de medio BOLD BASAL., Para desarrollar €l cultivo
masivo, se mantuvo con aireacion constante y fotoperiodo de 24 horas. El volimen del
‘medio se mantuvo constante, reponiendo la perdida por evaporacion ‘agregando agua
destilada enriquecida con Bicarbonato de Sodio comercial, a una proporcion de 1 gramo

por litro.

La densidad inicial de (. vuigaris sembrada en cada recipiente fue 0.2 x 10°
células mi'. El crecimiento de los cultivos se determind por duplicado, por conteo
directo en la camara de Neubauer cada 24 horas, durante 16 dias hasta llegar a la la fase
estacionaria. Se calculo el promedio y la desviacion estandar de la produccion diaria del
alga con la finalidad de determinar la curva de crecimiento correspondiente que permitid

encontrar la densidad poblacional maxima de algas para alimentar a los rotiferos.



Bajo condiciones de cultive cerrado, donde los nutrientes para las algas son
limitados, el crecimiento algal tiene diferentes fases que son descritas por Fernandez e/
al. (1996).

RESULTADOS

Con base en el crecimiento poblacional de C. vulgaris se encontrd una densidad
poblacional méxima de 50.72 x 10* £ 5.89 x 10° células ml" y el tiempo en que ésta se
alcanza en el dia 16 (ver la figura 14). Se observa que en el cultivo de algas se did una
adaptacidon, al pasar a un medio BOLD BASAL fresco con nutrientes nuevos, luz
(lampara fluorescente de luz de dia de 30 watts} y espacio en la columna de agua que
tiene un volumen de 1.800 m! para reproducirse, condiciones diferentes a las que tenia al
ser cosechada como la falta de espacio en el volumen de agua saturada por el

crecimiento algal, por 1o tanto no llegaba ia luz a toda el alga.

Se observaron varios picos en el crecimiento poblacional (ver figura 14), pero el
maximo se obtuvo al dia 16 donde alcarza una densidad de 50.72 x §0° células ml” y e
dia 17 llega a la fase de decaimiento debido al agotamiento de los recursos en el medio.
Asimismo se incrementd el pH de 7.0 a 9.6, caracteristica en el cultivo de varias
especies de microalgas. Debido a la presencia de luz las 24 horas y temperatura
constante 24°C, las algas mostraron un crecimiento rapido y una muy buena densidad,

este comportamiento, se debio, en parte a la buena calidad de los nutrientes y que fueron

aniadidos (ver Apéndice 3).

St las tasas de crecimento algal son reguladas por los parametros ambientales y
repercuten sobre la productividad del sistema en cultivo, se puede reconocer la influencia

de tres parametros:

La temperatura, 2} la luz y 3) el medio de cultivo. Estos a su vez determinan la
variabilidad bioquimica de la microalga, caracteristica que juega un papel importante
para establecer el valor nutricional del material algal como una fuente nutritiva probable

de proteina, productos quimicos & de alimento en la acuicultura.



DISCUSION

La curva de crecimiento obtenida en ef cultivo no axénico para C. wwigaris
describié las fases comunes que, de acuerdo con Fogg (1975), corresponden a los
cultivos de volumen limitado o cultivo por lotes. No hubo fase de induccion é de retraso
que fuera significativa Con cétulas viables y un cambio en los parametros del medio, tales
como el espacio y la luz principalmente, comenz6 inmediatamente la fase exponencial en
la cual la multiplicacion célular es rapida, donde se duplica la poblacion diariamente y el

niimero se incrementa diariamente en progresion aritmética.

De los & recipientes inoculados se¢ obtuvieron exitosamente 5, la pérdida de tres
recipientes fue debido al manejo, ya que al agregar agua con bicarbonato de sodio, el
volumen del recipiente se excedio, siendo esto una fuente de contaminacién para el alga;
{en el recipiente se pegan las algas y éstas son atacadas por ciliados y esporas de hongos

que se encuentran en el ambiente).

De acuerdo con Richmond (1986), en la mayoria de las microalgas la constante
relativa de crecimiento (r) muestra algunas de las interacciones entre la intensidad
luminosa y la tasa de fotosintesis. Esta se incrementa de manera proporcional al
aumentar la intensidad luminosa y la temperatura; no obstante, cuando los valores de

saturaCién son alcanzados, decae.

Por lo tanto, las velocidades maximas de crecimiento pueden lograrse a
intensidades proximas a las de saturacion de la poblacion de microalgas, o cual depende
de la capacidad intriseca de las especies y cepas de cultivo. Es posible inferir que, al
encontrar los valores proximos a la intensidad de saturacion para la cepa, se incremente

la velocidad de crecimiento y el niimero de divisiones celulares (Vega Quintero, 1996},
CONCLUSIONES

En el cultivo mantenido en condiciones de fotoperiodo y temperatura constantes se
obtuvo un buen crecimiento del alga en pocos dias alcanzando en los recipientes

densidades poblacionales altas, comparado con el trabajo de Vega Quintero (1996). Ya
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que el alga es de buena calidad y se adapta rapida y facilmente a su nuevo medio, no se
di6 un lapso de tiempo muy grande para la adaptacion e inicid el crecimiento poblacicnal

al ser resembrada.
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APENDICE 3

Medio Bold Basal para el cultivo de algas verdes (Borowitzka & Borowitzka,
1988).

Seis soluciones stock (en agua destilada 6 deionizada) la siguiente lista de sales es

para preparar 400 ml.

NaNO: 10.0g
CaCl ;,H,0 1.0g

Mg50,.H,0 3.0g
K;HPO, 3.0g
KH;PO, 7.0g
Na(l [.0g

A 940 ml de agua destilada afiada 10 ml de cada solucién stock y 1.0 ml de

elementos de transicion en solucién stock:

1)50 g de EDTA y 31 g de KOH (6 50 g. de Na;EDTA) disuelto en 1 It de agua
destilada.

2)4.98 g de FeSQ,.-H;0O disuelio en | litro de agua acidificada {agua acidificada:
1 ml de H2S0; disuehto en | It de agua destilada).

3) 11.42 g de H;BO: disuelto en litro de agua destilada.

4} Las siguientes sales se suman, disueltas en 1 It. de agua destilada:

Z'ﬂSOq.?HzO 3.82 14

Ml‘lciz..szO 1.44 2
MoO: 0.71g
CUSOJ.jHZO 1.57 L

Co{NO;:)2.H,0  0.49g
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Ajustar el pH a 7.0 antes del Autoclave por 20 minutos, a una presion de 15

pulgadas/ cm’ y temperatura de 230°C.

El medio BOLD BASAL usado como sustrato en todas las fases experimentales se

prepard a partir de soluciones patron mantenidas en refrigeracion,

"



