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RESUMEN

Actualmente se ha utilizado el agua de desecho de diversas industrias de la
alimentacién, debido a que estas contienen un alto aporte de nutrientes disueltos que tienen
un importante interés ambiental. Esto ha desencadenado el aprovechamiento de sustancias
orgdnicas a costos mas bajos con el fin de enriquecer los medios de cultivo, obteniendo
mejores tamafios y rendimientos poblacionales de rotiferos, sustituyendo incluso las dictas
tradicionales de algas. Sin embargo, en la practica acuicola, se ha demostrado que no sélo el
tamafio y la densidad poblacional de los rotiferos garantizan un aporte nutritivo para la
alimentacién inicial de los peces, crusticeos y moluscos, entre otros consumidores
terciarios. Por lo que las densidades y el tipo de alimento empleados durante los cultivos
(Yifera, 1980; Sarma 1998) y las condiciones experimentales, tienen un significativo
impacto en el crecimiento poblacional diario.

Se comparé el crecimiento poblacional de Brachionus calyciflorus y Brachionus
patulus en relacion a la concentracién y tipo de alimento empleado (alga verde Chlorella
vulgaris, y levadura de panificacién Saccharomyces cerevisiae ¥ una mezcla de ambas en
igual proporcién como alimento). Las dietas se proporcionaron una vez cada 24 horas en 2
concentraciones (Baja=1x10° y Alta=3x10° células mlh) independientemente para cada
especie. El experimento se realizé durante 15 dias consecutivos de cultive, cuando la
poblacién completo un ciclo poblacional. En general, en un solo tipo o concentracion de
alimento Brachionus patulus alcanzé una mayor densidad poblacional estadisticamente
significativa cuando se compara con Brachionus calyciflorus. En la densidad de alimento
de 1x10° células/ml B. calyciflorus registrd un crecimiento poblacional de 77:12
individuos/m! en la misma densidad B. patulus tuvo una densidad de 109426 ind/ml. El
cultivo en levadura sola en una densidad de 3x10 células/mi Brackionus calyciflorus tuvo
un crecimiento pobiacional de 10348 ind/ml bajo condiciones similares B. patulus obtuvo
una abundancia de 296+20 ind/ml en la dieta con C. vulgaris en alta concentracién.

Cuando se cultivo usando la mezcia de Chlorella y levadura como alimento, la
méxima densidad poblacional de B. calyciflorus fue estadisticamente inferior a ia de los
adultos en Chlorella. Bajo condiciones similares el maximo valor de abundancia de B
paiulus fue comparable en ambos tipos de alimento. La tasa de crecimiento por dia (r) va de
0.63310.045 a 0.130£0.026 ind/ml para B. cafyciflorus y de 0.3720.11 a 186+0.010 ind/ml
para B. patulus. Los resultados indican que el alga Chlorella es una dieta significativamente
supetior a la levadura sola, que no deja de ser una importante fuente de alimento.

Sc evalud la calidad nutritiva relativa de los rotiferos: Brachionus calyciflorus y B,
patulus alimentados con alga y levadura en tres combinaciones Y en cuatro densidades de
presa en un medio particular, se observd que el crecimiento poblacional del rotifero
depredador Asplanchna sieboldi mostré diferencias relacionadas con la densidad y calidad
nutricional de los braquidnidos en tres diferentes alimentos en una alta y baja
concentracion. Los Asplanchna alcanzaron un pico de abundancia méxima que varia del dia
6 al 9 cuando se alimentaron con Brachionus patulus y para B. calyciflorus variaron del dia
9 al 11. El dia en que el cultivo alcanzé la maxima abundancia poblacional no fué
significativa (P> 0.05) excepto para 8. patulus criado en varios tipos de alimento, el valor
de (r) para Asplanchna sieboldi fue significativamente influenciado por la calidad
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nutricional de los rotiferos-dieta, pero su interaccidn no fué significativa estadisticamente.
La tasa de crecimiento poblacional de A. sieboldi incrementd con el aumento de la densidad
de la presa, a pesar de su calidad nutricional. El valor para Asplanchna varia desde 0.14
+0.02 2 0.37£0.02

En este estudio se indican los pardmetros para optimizar la produccion del cultivo
cerrado de alga verde Chiorella vulgaris. Se registré el crecimiento poblacional por dia, Los
resultados muestran que el cultivo incrementd 7 veces la concentracion inicial al 8° dia. La
densidad encontrada fue de 8.4 + 1.8x10% células/ml. La tasa de crecimiento poblacional por
dia (r) de C. vulgaris es 0.27  0.03 (promedio y + error estandar).

Las cantidades totales de proteinas y carbohidratos que presentan los rotiferos que se
cosecharon al 8° dia y fueron sometidos tnicamente a la dieta de microalga C. vulgaris. La
cantidad de proteina total encontrada para B. calyciflorus es de 6.55 pg y 6.05 ug para B.
patulus asi como 3.9 ug y 4.4 pg de carbohidratos totales para B. calyciflorus y B. patulus
respectivamente. Sin embargo en el presente estudio no se determiné la relacion que existe
entre las cantidades de proteinas y carbohidratos con respecto a los diferentes alimentos y la
concentracién proporcionada.

SUMMARY

The rotifers are highly nutritious and their biochemical composition can be further
improved by specialized diet. (Watanabe, 1983). They are also used as indicators of the
state of aquatic environmental. Rotifers are widely used as ideal first food rearing larval
fish, crustaceans, and moltusks in aquaculture (Torrans, 1986).

In the chapter | of the present study is compared the growth of rotifers
Brachionus calyciflorus and Brachionus patulus in relation to the concentration and
food type using green algae Chlorella vulgaris, the baker's yeast or their mixture in
equal proportion as food. Food offered once every 24 hrs in two concentrations (low
1x10% and high 3x10° celis/ml) separately for each species. The experiments were
terminated after 15 days when most population completed one population cycle. In
general at any food type or concentration 8. patulus reached higher population density
when compared to B. calyciflorus. In tx10° cells/ml”, B, calycifforus reached 77 £ 12
ind/ml at the same density B. patulus attained 109 + 26 ind/ml. At 3x10° cells/ml
density Brachionus calyciflorus reached a peak density of 103 + 8 ind/ml. Under
comparable conditions B. patulus reached much higher peak abundance 296 % 20
ind/mi. Regardless of food type and density the rate of population increase per day (r)
for Brachionus calyciflorus varied from 0.633 + 0.045 10 0.130 + 0.026. These values
for Brachionus patulus ranged from 0.372 + 0.011 to 0.186 + 0.010. The results indicate
that thought algae Chiorelia is a superior diet for the tested rotifers than yeast as food
source in species specific.

The chapter 2 is showed the nutritional quality of prey rotifer Brachionus
calyciflorus and B. patulus grown on 2 types food (algae, yeast and mixture), and two
density was tested compared the growth of predatory rotifer Asplanchna, sieboldi. The
population growth of 4. sieboldi, showed food density and the nutritionat quality related
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ANTECEDENTES

Los rotiferos representan un eslabén en la cadena alimenticia acudtica,
particularmente en la transferencia de energia de un nivel tréfico inferior a otro superior. Su
alimento consiste de materia orgénica, bacterias ¥ protozoarios disponibles en el medio
(Pourriot, 1965; Ruttner-Kolisco, 1974, Amdt, 1993). Los rotiferos son uno de los
metazoarios con mds rdpido crecimiento, algunas especies como Brachionus calyciflorus
Pallas tienen la capacidad de duplicar su poblacién en 24 horas (Bennet y Boraas, 1989),

Utilizando restos de porquerizas y otros residuos de sustancias orgdnicas para
alimentar a los rotiferos, se ha obtenido una alia produccién de estos organismos en mas de
500 individuos ml" (Jhingran, 1991).

Cuando los rotiferos se utilizan en la acuacultura, es importante conacer el tamario,
la densidad poblacional y su calidad nutritiva. Los rotiferos del género Brachionus han sido
utilizados como alimento inicial para cultivar larvas de peces, crusticeos y moluscos
(Lubzens, 1989),

El rotifero Brachionus calyciflorus habita en aguas alcalinas y se localiza en variog
paises (Ahlostrom, 1940; Koste, 1978), incluido México en donde se caracteriza como un
organismo habitante del lago de Chapultepec (Osorio, 1942; Vilaclara y Sladecek, 1989). El
rotifero B. patulus Muller lafio es un rotifero cosmopolita habitante de fos cuerpos de agua
de la india. Tanto Brachionus calyciflorus y B. patulus son especies dulceacuicolas las
cuales se han aislado y mantenido con fines de cultivo.

Se considera que el uso de los rotiferos del género Brachionus como dieta es un
factor alimenticio favorable para e! cultivo de especies en la acuicultura, que presentan un
alto valor comercial como:la perca Anabas testudineus, el pez gato africano Clarias
gariepinus, el ciprinido Hemibarbus barbus ¥ que requieren de alimento vivo adecuado
para su desarrollo durante sus diferentes etapas larvarias, por lo que se han perfeccionado
técnicas de cultivo masivo de rotiferos que tienen un &ptimo tamafio y alto valor nutritivo
(Neumann-Leitao y Vitoriano, 1987, Lubzens, Tandier & Minkoff, 1980, Kitajima y
Romanenco, 1994; Kohinoor, 1994; Takeshita y Kimura, 1995).

El tamafio de los individuos y su tasa de crecimiento poblacional esta regulada por
las condiciones del ambiente tréfico acustico como: Asplanchna (Halbach, 1970; Sarma,
1983; Bennet y Boraas, 1989). El crecimiento poblacional depende de numerosos
parametros fisico-quimicos como: el pH, la temperatura y el nivel de nutrientes. Los
factores biolégicos que afectan la tasa de crecimiento son: el tamaiio del cuerpo, la densidad
y diversidad del alimento (algas), competencia inter ¢ intraespecifica, depredacion,
parasitismo y conducta epizoica.

Los datos obtenidos sobre la tasa de crecimiento de una misma especie son variables
de acuerdo con las localidades y los experimentos (Bennet y Rothaupt, 1993). Amplias
investigaciones indican que la riqueza nutritiva del género Brachionus depende de la
naturaleza de la dieta proporcionada y de su estado fisiolégico (Scott y Baynes, 1978;
Hamza y Robin, 1992).




Cada cultive de B. calyciflorus muestra respuestas diferentes al tipo de alimento,
concentracion y temperatura como: el tamafio del individuo, calidad nutritiva y crecimiento
poblacional (Gilbert, 1970; Starkweather y Keller, 1993; Weithoff y Waalz, 1995; Sarma er.
al., 1997).

Whyte y Nagata (1990) han encontrado que en las larvas de peces alimentadas con
rotiferos producidos a partir de levadura y algas presentan una alta mortalidad, debido al
desbalance nutricional (entre las concentracines de cada una de las dietas y el numero
apropiado de los rotiferos para su 6ptimo crecimiento poblacional). Los rotiferos cultivados
solo en levadura son deficientes en écidos grasos esenciales, no asi los braquidnidos
alimentados con alga verde Chlorella vulgaris que constituye por si misma una dieta
completa (Rodriguez, 1996).

Las carencias de 4cidos grasos de las dietas empiricas (Kokova, 1976;Yfera, 1980;
Lubzens, 1987; Guisande, 1989) han desencadenado una serie de estudios con el fin de
determinar de que factores depende la calidad y cantidad de los nutrientes que los rotiferos
pueden aportar como alimento vivo.

Yfera, 1980; Sarma, 1997 y Arévalo, 1998 muesiran la importancia de suministrar
una apropiada combinacién entre !a densidad de inoculacién inicial de rotiferos y la
cantidad de alimento proporcionada, lo cual puede ser una expectativa de resultados
efectivos para la dptima produccién de rotiferos. La alta inoculacién de rotiferos en bajas
concentraciones de alimento puede provocar un colapso alimenticio en la poblacién en
pocos dias, y una baja inoculacién de rotiferos con una ala densidad alimenticia puede
ocasionar la declinacién e intoxicacién de! cultivo.

Hasta el momento no existc manera de precisar como una especie de rotifero
cultivado incrementa su densidad poblacional con el aumento del contenido nutricional del
alimento y bajo variaciones ambientales de temperatura, por lo que se deberia determinar de
que manera es posible mantener la produccién masiva de rotiferos como un alimento vivo,
mds efectivo para la cria de peces, moluscos, crusticeos entre otros consumidores de
importancia econémica.

En Meéxico el cultivo en masa de braquiénidos es reciente y las técnicas de
produccion son mejoradas (Ramirez-Sevilla ef al., 1991; Castellanos-Paez ef al., 1994).

Los rotiferos cultivados en alga tienen un batance de aminodcidos, acidos grasos,
vitaminas y minerales, en cambio los cultivos desarrollados en levadura de panificacién
presentan una deficiencia en Acidos Grasos Altamente Insaturados (HUFA), estudios como
este sc han realizado por Tandler, 1995 en el pez Sparus aurata. Se ha demostrado que
enriqueciendo los rotiferos cultivados en levadura con aceite de higado de calamar
(Fukusho, Lubzens; 1989) se aporta ¢l aminoicido w3 HUFA, aminorando asi la
deficiencia nutritiva. En estudios posteriores se encontrd que utilizando alga verde
Chlorella como alimento, se incrementa en un 6.1% el contenido de acidos 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 acidos grasos y
componentes de esterol en los rotiferos, mayor es la cantidad de nutrientes que estos
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aportan al utilizarse como alimento de larvas de peces (Teshima, 1981; Lubzens, 1985,
1987; Yoshimatsu, 1995; Zheng, 1995).

Estudios nutricionales sobre ¢l crecimiento de las larvas de peces han aportado datos
sobre la composicion bioquimica de los rotiferos. Whyte y Nagata (1990); Yoshimatsu &
Zheng (1995) han realizado estudios donde las larvas de peces alimentadas con rotiferos
conteniendo un bajo porcentaje de 4cidos grasos altamente insaturados (n-3 HUFA)
mostraron poco crecimiento y alta mortalidad pero tnejoraron al elevar el nivel de 4cidos
grasos (n-3 HUFA) en los rotiferos a 5.53%. Si las concentraciones de 4cidos grasos son
mayores a €sta se presenta un efecto negativo en el crecimiento y sobrevivencia de las
larvas de peces.
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Capitulo 1

Efecto de la alimentacién con el alga Chlorella vulgaris y la levadura Saccharomyces
cerevisiae sobre el crecimiento poblacional de los rotiferos: Brachionus calyciflorus Pallas
Y Brachionus patulus (O.F. Muller) (Rotifera: Monogononta: Brachionidae)

1.1 Introduccién

Los rotiferos que presentan una alta conversion alimenticia pueden ser un canal de
transferencia efectiva de energla en la produccién de organismos secundarios. El
crecirmiento de muchos rotiferos esta en funcién de los niveles de suministro de alimento
(Edmondson, 1946; King, 1967). El tamaiio del cuerpo esta en funcién de la eficiencia
alimenticia (Bogdan and Gilbert, 1982).

Se ha observado en Euchlanis dilatata que el nivel de |z densidad de alimento tiene
un profundo efecto sobre su crecimiento poblacional en un tiempo de 12 horas (King,
1967).

Los costos para la produccién de microalgas generalmente son altos, por esta razén
se han considerado otras sustancias organicas para sustituir las dietas de microalgas como
alimento tradicional de los rotiferos. Los gastos son mds bajos si se alimenta a los
braquionidos con levadura, esto debido a que al reducir el volumen de cultivo de las algas
se obtiene un ahotro considerable en el gasto de iluminacién artificial y en la utilizacién de
los nutrientes donde las algas crecen y representan un alimento éptimo para los rotiferos,
sin embargo los rendimientos de produccién de rotiferos tardan mucho més tiempo y estos
presentan una deficiente calidad nutricional, que los que se obtienen si se les alimenta con
alga (Yufera, 1980), en este trabajé se decidié evaluar a la levadura como alimenté
alternativo para comparar la produccién de rotiferos alimentados con alga como alimento
tradicional.

Hirata (1979), menciona que los cultivos de rotiferos originalmente alimentados con
microalgas producen menos individuos (50 ind/ml) que los alimentados con levadura: sin
embargo, cuando los braqui6nidos se usan como alimento de larvas de peces, sobrevive un
mayor nimero de larvas alimentadas con rotiferos nutridos con microalgas que con
levadura.

El cultivar rotiferos utilizando levadura de pan Saccharomyces cerevisize como
alimento, nos acarrea problemas que consisten en el rpido deterioro del medio como
consecuencia de la descomposicién de las células de la levadura, Este efecto determina por
que no aumentan los rendimientos poblacionales de braquiénidos, al aumentar los
suministros diarios de levadura sola. La adicion de algas ayuda a retrasar el proceso de
descomposicién, permitiendo mantener los cultivos durante un mayor lapso de tiempo que
con levadura sofa (Yufera, 1980). Un requisito para el cultivo de rotiferos en levadura es
que los inéculos iniciales de rotiferos sean altos, del orden de 100 individuos por ml,
debido, a que la levadura no consumida aumenta el deterioro del medio en poco tiempo.
Este tipo de alimentacién exige un constante control. Las densidades poblacionales altas
inducen cambios en las condiciones del medio. Cuando se cempara el efecto de las dos
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dietas se tiene que para cultivar rotiferos con algas se requieren instalaciones costosas para
el crecimiento del inéculo microalgal, mientras que para los cultivos en levadura todo el
espacio se puede dedicar a la produccién, salvo una pequeiia estancia para los necesarios
in6culos de alga.

1.2 Objetivos:

1.21 Valorar el alga Chiorella vulgaris y fa levadura de panificacion Saccharomyces
cerevisiae y una mezcla de ambas en alta y baja densidad como alimentos para el cultivo de
los rotiferos: Brachionus calyciflorus Y Brachionus patulus.

1.22 Evaluar como se ve afectado el crecimiento poblacional de los rotiferos por la dieta
proporcionada

1.3 Material y Método

Para este trabajo se usaron poblaciones clonales de los rotiferos Brachionus
calyciflorus y Brachionus patulus mantenidos por separado en 2 peceras de 20 lts de
capacidad. Los cultivos masivos de rotiferos fueron mantenidos en peceras de vidrio de 10
Its de capacidad, a temperatura ambiente, luz y aireacién constante durante las 24 hrs, Ia
densidad de braquidnidos mantenidos normalmente en los acuarios fue de 100
individuos/ml y se alimentaron diariamente con 3 dietas consistentes en: 100% alga, 100%
levadura y 50% alga + 50% levadura (mezcla) en dos densidades (Baja=1x10° (Tabla4 y 5
B. calyciflorus) y Alta=3x10° células/ml (Tabla 6y 7 B. patulus)). Cada dia se colocaron los
braquiénidos en medio fisiolégico EPA (Anénimo, 1985}, usado para el cultivo de rotiferos
y otras especies, ver apéndice 5. Se midio la densidad poblacional inicial, obteniéndose una
cantidad aproximada de 5 rotiferos ml”, dicha cantidad se inoculd en recipientes
transparentes de 200 ml con 20 mi de EPA + una de las tres dietas consideradas. Se
utilizaron dos tratamientos experimentales por cada combinacién (3 concentraciones) de
alimento, se utilizaron cuatro réplicas con un total de 24 recipientes.

Se cultivo alga C. vulgaris (Apéndice 1) para la alimentacién de los braquiénidos, la
levadura no recibié ningin tratamiento previo a su uso como alimento, sélo se mantuvo en
refrigeracion por espacio de 15 dias consecutivos de cultivo experimental. Se realizdé un
conteo diario con tres réplicas de la cantidad de células de cada una de las dietas, (alga,
tevadura y la mezcla) mediante una camara de Neubauer para determinar la densidad del
alimento. El conteo de rotiferos y la estimacién de la densidad poblacional se efectio
diariamente de la siguiente manera;

1) Conteo individual cuando eran menos de 50 individios ml™
2) Conteo por alicuotas de 0.2 a 0.5 ml’cuando las densidades eran mayores a 50
individuos por ml™

El conteo se realizd para cada una de las réplicas, tomando al menos 2 alicuotas con
una pipeta graduada, hasta completar 1 ml, por cada muestra, mediante una cajita de
acrilico, I microscopio estereoscopio Nikon, I pipeta Pasteur y durante un lapso de 15 dias
consecutivos. La poblacién era transferida diariamente a otro recipiente con medio fresco
(EPA) y con la dieta asignada desde el inicio del cultivo. Para estimar la densidad




poblacional de los rotiferos se calculé la tasa de crecimiento poblacional por dia (r), la cuat
s importante porque es sensible a cambios en el medio y se determind con la siguiente
formula:

r={in Nt-In Noj/t

donde:

No=densidad poblacional inicial.

Mt=densidad poblacional después del tiempo t.
t=tiempo en dias

Los resultados grificos para ambas especies de rotiferos tienen un comportamiento
normal y fueron comparadas mediante un analisis de varianza (ANOVA, Tabla 1). Si una
poblacién de rotiferos crece de una manera exponencial la derivacion del valor de {r) a
alguno de los puntos sobre la curva de crecimiento seré suficiente, pero mas poblaciones de
rotiferos desvian su curva de crecimiento ideal, especialmente bajo diferentes alimentos y
temperatura. Bajo condiciones naturales la tasa de crecimiento de los rotiferos va en un
intervalo de 0.2 a 2 por dia, no obstante la mayoria presenta valores menores a 1,
Normalmente los rotiferos presentan caracteristicas regulares y predecibles en ausencia de
depredadores.

1.4 Resultados

La densidad poblacional maxima de Brachionus patulus  se  incrementd
significativamente (p<0.01) con el tipo (alga, levadura Yy una mezcla de ambas) y
concentracién (alta o baja) de alimento, pero no fue asi para Brachionus calyciflorus
(p>0.05, Tabla 1). En general para cualquier tipo o concentraci6n de alimento Brachionus
patulus alcanzo la mds alta densidad poblacional comparado con Brachionus calyciflorus
(Tabla 9). En 1x10° células/mi B, calyciflorus alcanzé 77 % 12 individuos/ml (Tabla 1}enla
misma densidad B. parudus alcanzd 109 £ 26 individuos/ml (Tabla 4), en 3x10° células/mi,
la gréfica de densidad para B. calyciflorus alcanzé un maximo de 103 + 8 individuos/ml.

Bajo condiciones comparables B. pafulus alcanzé el pico més alto de abundancia 296 + 20
ind/ml.

Cuando fue usada levadura como alimento exclusivo la abundancia méxima
alcanzada por B. calyciflorus fue de 62 + 19 y 57 £ 25 individuos/ml (Tabla 1), en Ia
densidad baja (1x 10° células/ml} y en la alta (3x10° células/ml) respectivamente. Sobre el
otro cultivo de B. patulus mostrd un pice de abundancia poblacional de 97 £ 17y 50 = 6
individuos/ml (Tabla 4) en alta y baja concentracién de levadura, respectivamente. Cuando
s¢ usaron ambos tipos de alimentos en iguales concentraciones B, calyciflorus alcanzé un
pico de abundancia de 54 + 9 y 86 + 3 ind/ml. Para baja y alta densidad de alimento
comparable a los valores de B. patulus que fueron 251 + 12 ¥ 259 £ 32 individuos/ml.

El dia de méxima densidad poblacional fué diferente significativamente para la
concentracién (alta =tx10% o baja=3x10° células/ml) de alimento usado para ambas
especies de rotiferos (p>0.05) No obstante el tipo de alimento (alga, levadura, mezcia) tiene

un efecto significativo sobre la concentracién del tipo de alimento como variable (p<0.01,
Tabla 9).
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La tasa diaria de crecimiento poblacional muestra que en el mismo dia, la densidad
poblacional tiene una relacién inversa significativamente ocurrida para ambas especies por
efecto de la dieta y su concentracidn Brachionus calyciflorus (Fig. 3) y B. patulus (F ig. 5).

1.5 Discusion

Las dietas que incluyen alga verde Chiorella vulgaris o un aporte de ella a
concentraciones de 1x10° y 3x10° células ml " mantienen un crecimiento poblacional de
rotiferos Brachionus calyciflorus (Figuras 1, Ya) y Brachionus patulus (Fig. 2, 2a) desde los
primeros dias de cultivo hasta el final de la experimentacion, no asi las dietas que incluyen
levadura sola (Tabla 1).

El cultivo de alga Chlorella vulgaris contiene la cantidad adecuada de materia
orgdnica para producir una densidad de rotiferos de alrededor de 50 individuos/ml (Hirata,
1979), En el presente estudio no se evaliio la calidad bioquimica del alga. La produccién de
rotiferos en levadura como una sola dieta para cl cultivo masivo tiene numerosos problemas
entre los que se puede mencionar una alta mortalidad de individuos (Watanabe, 1983).

La levadura de panificacién Saccharomyces cerevisiae como alimento para el
cultivo de rotiferos es inestable y provoca un descenso en la densidad poblacional
(Hyrayama, 1983). Es inadecuada como dieta sola porque tiene una cantidad deficiente de
dcidos grasos. Yifera (1980) sefiala que la levadura puede aportar una porcidn substancial
de nutrientes adicionada con las células algales vivas sin disminuir la produccién de
biomasa de rotiferos y al mismo tiempo aportando a estos una mejor calidad nutricional. La
levadura como alimento exclusivo mostr$ una abundancia maxima para B. calyciflorus de
62 £ 19y 57 £ 25 ind/ml en la densidad baja y alta respectivamente, B, patulus tuvo una
abundancia poblacional de 97 % 17 y 50 + 6 ind/ml, cuando se usaron ambas dietas (alga y
levadura) en alta y baja densidad B, calyciflorus alcanzé una abundancia de 54 + § y86+3
ind/mly B. patulus registré una abundancia de 251 + 12 ¥ 259 % 32 ind/ml.

El crecimiento poblacional de los rotiferos cultivados en levadura muestra que es un
alimento Optimo, pero es necesario controlar los pardmetros de cultivo, ya que de no ser asi,
las poblaciones crecen demasiado, pudiendo ser un alimento toxico para otros organismos y
nutritivamente deficiente. Por tanto es preciso establecer una refacion adecuada entre el tipo
de alimento y la densidad asi como con la poblacién de rotiferos que se inocula al inicio del
cultivo y con la que se espera producir.

Para los cultivos de rotiferos alimentados con levadura o €on un aporte de la misma
es preciso evaluar su crecimiento poblacional y se sefiala que la admisién de un alimento
por un individuo filtrador depende de la relacién que existe entre €l tipo v la densidad del
alimento proporcionado (Rothaupt, 1990).

1.6 Conclusiones

La alta concentracién de particulas de materia orgdnica saturan el aparato digestivo
de los rotiferos y por lo tanto hacen deficiente la asimilacién del alimento (Downing y
Rigler, 1894), esto es evidente en el crecimiento poblacional (Tablas 2 y 3), que se muestra
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lento durante los primeros dias de cultivo, luego tiene un incremento y con los cambios
diarios se mantiene la misma concentracién de levadura, que es mayor a la densidad de los
individuos, llevando a la muerte celular de los excedentes de levadura que provocan una
contaminacién del medio, debido a que los rotiferos no son suficientes al inicio del cultivo
para consumir toda la densidad celular de la levadura por varios dias, y por tanto las
poblaciones de braquiénidos muestran un descenso.

La dieta tradicional de alga, Chlorellg vuigaris es una buena dieta y se sugiere su
utilizacién, las dietas alternativas a base de levadura de panificacién y una mezcla de ambas
en dos concentraciones (Baja=1x1 Uﬁy Alta=3x10° células ml™') son buenas Opciones para la
produccién de rotiferos: B. calyciflorus (Tablas 4 y 5) y B. patulus (Tablas 6 y 7), con las
que se obtienen densidades poblacionales ptimas para la produccién constante y de Sptima
calidad nutritiva. Los cultivos pueden ser utilizados en Ia acuacultura a niveles masivos
cuidando cada uno de los pardmetros (densidad de alimento, cambio diario de medio
fisiolégico, mantenimiento de temperatura, aireacion constantes) del cultivo para evitar
contaminacién, sobrealimentacién, decaimiento de la poblacién, produccién de machos,
entre otros. La calidad nutritiva que se obtienc de los rotiferos como alimento es buena
(Hyrayama, 1973; Gilbert, 1991).

La tasa de crecimiento poblacional (r) mis baja en los rotiferos: Brachionus
calyciflorus y B. patulus tiene rangos que varian de 0,130 + 0.026 a 0.633 % 0.45 (Fig. 7 y
8) a pesar del tipo y densidad del alimento. Estos resultados muestran que la produccién y
calidad nutricional de los braquiénidos dependen de ia densidad celular y calidad de los
alimentos empleados en el sistema de cultivo,

Los rotiferos alimentados solo con levadura Saccharomyces cerevisiae son pobres
en su contenido total de lipidos que es lo contrario a lo que se observa en los rotiferos
criados solo en alga o que han recibido un aporte de ella en su dieta. Asi, los niveles de
lipidos pueden elevarse (Minkoff, 1987) alimentando a los rotiferos con levadura
enriquecida con lipidos o complementando con dietas de alga (Dendrinos y Thorpe, 1987).

* Es necesario conocer el tipo y la densidad inicial de alimento y ! tiempo en que se
obtiene el crecimiento poblacional del cultivo de rotiferos. Se sugiere usar la dieta de
alga Chlorelia en alta o baja densidad. La dieta de levadura es recomendable como
fuente de nutrientes, pero, no debe ser suministrada sola, sino coma complemento de
otra dieta.

* Esimportante establecer una 6ptima combinacién entre la inoculacién inicial de rotiferos
y la densidad de alimento, la baja inoculacién puede causar un colapso alimenticio en
pocos dias y la sobrealimentacién puede producir intoxicacion del cultivo

* Los rotiferos cultivados en levadura sola son inadecuados como alimento para las larvas
de organismos superiores (peces, crusticeos y moluscos) debido a que el crecimiento de
los braqui6nidos es més tardado, y se obticne una escasa cantidad, que presenta
deficiencias nutritivas. Si se van a cultivar rotiferos que van a ser alimentados con
levadura sola, es necesario complementar la dieta con alga.
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o Las densidades poblacionales altas de rotiferos inducen cambios en las condiciones del
medio.

El cambio a medio de cultivo fresco debe ser diario.

*» No es recomendable sobrealimentar a los rotiferos con alimentos altamente
concentrados, debido a que una alta concentracion de particulas de materia orgdnica
saturan el aparato digestivo y por consecuencia hace deficiente la asimilacién del

alimento.




Tabla 1. Crecimiento poblacional de Brachionus calyciflorus. Promedio y = Error
estindar con relacién a dos densidades y tres tipos de alimento (1x10 ® (1=Baja
densidad)) células/ml) 1a: Alga, 1b: Alga + Levadura, Ic: Levadurs.

1a Error 1b Error Ie Error
Dias promedio Estindar Promedio Estindar Promedio Estidndar

0 5.000 0.000 5.000 0.000 5.000 0.000
1 20.000 3.611 10.750 2.026 12.000 0.935
2 30.375 1.028 20.750 3.966 15.250 2.487
3 47.000 12.416 39.500 1.443 12,000 1.683
4 77.000 11.923 54.000 8.888 11.250 2.250
5 59.250 7.554 45.250 2,529 8.250 1.181
6 35.750 5.588 30.250 2.358 3.250 1.031
7 26.000 9.283 21.500 10.243 5.000 1.732
8 24.750 2.056 18.750 3.146 12.500 1.021
9 16.875 5.625 12.500 2.041 6.250 0.722
10 13.125 2.366 10.625 1.573 13.125 0.625
11 12.500 1.443 10.625 1.875 19.375 7.864
12 25.625 4.719 39.375 11.519 32.500 19.445
13 14.375 2.366 15.625 2.135 59.375 31.940
14 6.875 0.625 9.375 1.875 62.000 18.909
15 10.625 2.577 3.750 1.250 52.500 15.877

Tabla 2. Crecimiento poblacional de B. calyciflorus. Promedio y + Error estandar
con relacién a una alta densidad (3x10° células/ml= Alta Densidad) y tres tipes de
alimentos: 2a; Alga, 2b: Alga + Levadura, 2c: Levadura.

2a Error b Error 2c Error
Dias Promedio Estindar Promedio Estindar Promedio Esténdar
0 5.000 0.000 5.000 0.000 5.000 0.000
1 12.375 1.819 9.875 1.612 8.750 2.537
2 41.000 13.838 23.875 2.193 13.250 1.334
3 44000 7.724 44,250 9.733 11.750 0.946
4 48.750 6.921 85.000 9110 12.250 5.056
5 103.250 7.889 86.000 2972 15.250 3.750
6 66.000 9.065 46.750 3.637 11.000 3.719
7 58.250 14,744 28.500 2.533 8.000 2,345
8 65.000 9.629 64.375 9.540 28.125 4.719
9 44.625 6.641 54.375 5.340 24.375 5.532
10 39.375 6.644 26.875 2.577 25.000 4,787
11 20.000 5.303 19.375 2.954 30.000 7.144
12 31.875 9.756 23.125 3.733 28.125 5.984
13 85.000 16.425 29.375 7.386 46.250 13.901
14 45.000 9.354 20.000 4.895 57.500 25.249
15 24.375 5.807 11.250 3.750 52.500 23.870
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Tabla 3. Crecimiento poblacional de B. patulus. Promedio ¥ Error estindar (E.E.)
con relacién a tres tipos de alimento (1a: Alga, 1b:Alga + Levadura, fc: Levadura) en
una baja densidad (1x10° céhulas/ml)

dias 1a E.E. ib E.E. 1c E.E.
0 5.000 6.000 5.000 0.000 5.000 0.000
1 10.750 0.750 12.500 2.327 8.250 1.601
2 22.250 1.109 20.750 1,702 9.750 2.250
3 30.750 2.287 32,250 4.385 21.750 2.250
4 52.750 7.087 79.000 11.747 28.750 5313
5 67.000 22.008 98.250 6.537 41.750 5.297
6 45.000 4.378 78.250 14.268 30.750 5.154
7 53,750 2.496 86.000 9.600 30.500 6.117
8 59.750 8.518 162.000 5.715 41.000 0.913
9 48..750 7.252 186.250 23.684 57.500 11.946
16 46.250 11.57¢ 160.125 21.875 82.500 7.360
11 109.500 25.621 250.625 11.654 96.875 17.422
12 65.625 18.211 228.750 18.750 35.000 3.630
13 85.625 24.630 146.250 9.382 36.250 8.927
14 77.500 17.230 186.250 10.631 5.000 i.021
15 63.750 16.910 £31.250 12.849 1.000 0.000

Tabla 4. Crecimiento poblacional de B. patulus. Promedio y E.E. con relacién a tres

tipos de alimento (2a: Alga, 2b: Alga + levadura, 2¢: Levadura) en una alta densidad
(3x10° células/ml),

Dias 2a E.E. 2b E.E. 2c E.E.
0 5.000 0.000 5.000 0.000 5.000 0.000
1 9.750 1.750 14.000 2.517 14.750 1.652
2 10.750 3.146 16.500 3.428 8.000 0.707
3 26.000 2.739 38.500 5.781 25.250 4.715
4 52.000 2.121 70.500 6.357 44.750 9.844
5 71.250 14.710 45.125 8.809 47.000 4.183
6 58.750 5921 59.000 3.082 25.500 4.628
7 63.000 5.066 99.500 12.312 32.500 3.304
8 102.250 12.086 159.250 11.579 50.250 5.865
9 119.375 13.005 149.375 24.693 36.875 4.002
10 180.000 19.711 205.000 19.764 33.750 15.495
1 296.125 20.177 259.375 31.859 20.625 5.625
12 226.250 17.810 211.250 22419 11.875 2.366
13 231.250 13.444 183.125 4.130 5.000 1.443
14 292.500 30.397 244.375 19.800 2.625 1.625
15 286.250 20.979 223.750 27.886 1.600 0.000
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Tabla 5. Crecimiento
de alimento (1x10° célu

lcl: Levadura)

poblacional de B. calyciflerus con relacién a una baja densidad
las/ml) valores con 4 réplicas (1al:Alga, 1b1: Alga + Levadura,

Dias | 1al | 1a2 | 1a3 | 1a4 | 1b1 | 1b2 | 1b3 Ib4 | 1cl | 1e2 | 1c3 | 1ed
0 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1 IS [ 305155 ]| 19 12 1145| 5 [115] 95 | 14 12 | 125
2 31 1285) 29 | 33 | 25 | 29 11 18 [145] 10 | 22 | 145
3 57 73 |2 46 | 36 | 43 ] 39 | 13 11 8 16
4 108 | 50 77 173 | 31§ s1 73 | 6l 9 15 15 6

5 79 | 61 54 | 43 51 44 47 | 39 10 8 10 5

6 49 | 27 | s 26 | 37 127 | 27| 30 1 5 5 2

7 14 9 50 1 31 8 14 12 52 4 10 4 2

8 26 | 24 36 [ 25 1175175275125 10 125 | 125 15
9 10 | 75 | 175325 75 | 125 | 175 | 125 5 7.5 5 7.5
10 20 10 | 125] 10 | 75 | 10 15 | 10 j125! 15 |[125] 125
11 15 10 10 15 1125175115 ] 15 15 | 75 | 125 | 42.5
12 225 | 15 |1375{275(275] 15 | 675 | 475 225 75| 10 | 99
13 17.5| 15 |175] 75 | 10 [175] 15 | 20 65 | 7.5 | 17.5 1475
14 7.5 5 75 | 75 |125] 75 | 125] 5 855 35 25 |102.5
15 10 10 5 (1751 o 5 5 5 80 | 25 | 25 | 80

Tabla 6. Crecimiento poblacional de B, calyciflorus con relacién a una alta densidad
plicas 2al: Alga, 2b1:Alga + Levadura,

de alimento (3x10° células/ml) valores con 4 ré

2cl: Levadura.

Dias | 2al | 2a2 | 2a3 | 2a4 | 2b1 | 212 2b3 | 2b4 | 2c1 | 2¢2 | 2¢3 | 2¢4
0 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1 12 16 | 75 | 14 13 12 6 85 1125] 6 [135] 3
2 29 { 36 18 81 [22501295([245]( 19 15 16 | 11.5 [ 10.5
3 55 | 35 59 27 | 36 | 38 73 | 30 13 12 13 9
4 46 46 35 68 | 102 | 94 | 84 | 60 | 27 9 4 9
5 80 | 115 | 108 110 | 90 | 91 78 | 85 | 25 i1 8 17
6 45 | 86 75 S8 | 40 | 57 § 46 | 44 | 21 7 4 12
7 58 99 30 46 25 | 35 24 | 30 13 11 4 4
8 85 |525|775] 45 [525{525| 60 | 925 35 | 35 15 | 275
9 63.5 425 40 | 325 425]57.5( 50 | 67.5 3251751125 35
10 425 | 45 50 20 20 [325)275)275]315]/175| 175 | 275
11 275 75 | 30 15 20 15 15 |275]| 45 (125375 25
12 275 60 25 15 25 1325 20 15 1425]| 15 | 225 3255
13 82.5 |102.5] 115 | 406 | 30 20 | 50 J175(725[17.5] 675 275
14 40 | 45 70 25 30 | 7.5 1175 25 {1225[ 175|725 | 175
15 35 [ 20 | 325 10 5 5 15 [ 20 {120} 20 | 525175
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Tabla 7. Crecimiento poblacional de Brachionus patulus con relacién a dos densidades
(I=baja densidad (1x10° células/ml). 1al: Alga, 1bl: Alga + Levadura, lcl:

Levadura, 2=alta densidad (3x10° células/ml) y tres tipos de alimentos con cuatro
replicas cada uno.

Dias | 1al | 1a2 | 1a3 { 2ad | 1b1 [ 1b2 [ 1b3 [ 1b4 | 1c1 | 12 1e3 | lcd
0 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
1 10 12 9 12 12 1% 11 8 7 13 7 6
2 23 19 23 24} 22| 24 21 16 16 7 10 6
3 25 | 36 | 32 | 30 | 45 | 27 [ 31 26 | 24 | 24 15 | 24
4 50 73 1 48 | 40 | 89 | 65 | 55 (107 ] 44 | 28 | 22 | 21
5 32 | 26 (102 {108 | 104 | 108 | 102{ 79 { 53 | 36 | 30 48
6 48 | 39 | 56 | 37 [ 117 ] 69 { 49 78 | 20 [ 28 | 41 24
7 59 | 55 | 47 | 54 {110 ]| 71 70 193 | 36 | 41 32 13
8 82 | 4 55 | 61 | 156 | 150 | 176 { 166 | 43 | 39 | 40 | 42
9 40 (67.5) 35 | 525 255 { 180 [152.5[157.5] 85 70 13751375
10 2751275| 55 § 75 192.5]| 135 |202.5{112.5] 9251 975 | 67.5 | 72.5
il 48 | 97 | 122 | 171 [247.5] 220 { 260 | 175 | 110 | 120 | 45 |112.5
12 3251 45 | 70 | 115 [237.5|192.5(277.5[2075] 35 | 25 1425375
13 35 | 70 [152.5) 85 | 130 | 176 |152.5{132.5[225] 30 | 30 | 625
14 4251 725] 70 | 125 [177.5] 165 [187.5] 215 | 5 5 1.5 5
15 15 | 67.5]825)] 90 |162.5] 135 [127.5] 100 1 1 1 1

Tabla 8. Crecimiento poblacional de B. patulus, 2al: Alga, 2bl:Alga + Levadura, 2¢:
Levadura.

dias [2al [2a2 |2a3 |24 [2b1 [2b2 [2b3 [2b4 [2¢1 |22 2¢3  [2c4
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
6 11 14 19 15 15 7 19 14 11 25
14 5 6 18 26 11 17 12 9 6 9 8
28 | 32 25 19 | 36 53 40 | 25 | 32 | 2 34 14
50 | 56 | 55| 47 | 60 74 87 | 61 70 | 22 45 42
35 {103 | 85 | 62 48 | 6857 36 | 28 | 46 | 43 | 40 59
65 | 41 65 | 64 | 57 | 68 57 | M4 19 1 24 | 20 | 39
54 | 56 | 66 | 76 | 118 | 66 96 { 118 | 34 | 24 | 32 | 40
126 | 120 | 84 | 79 [ 169 [ 136 | 187 | 145 | 41 64 40 56
1325] 115 | 85 | 145 [217.5]| 150 |102.5}127.5] 425] 40 | 25 | 40
10 1525] 140 | 210 |217.5] 200 |222.5]152.5] 245 [ 775 5 | 22.5 | 3¢
11 285 | 245 |337.5| 317 | 270 | 335 |252.5] 180 | 275 5 20 | 30
12 192.51202.5| 240 | 270 [207.5] 235 [ 150 [2525] 15 5 15 ] 12.5
13 247.5)1257.5)1222.5{197.5|172.5| 185 [192.5[1825] 2.5 [ 25 | 75 | 75
14 [287.5|252.5( 380 | 250 | 220 | 260 [292.5] 205 1 1 7.5 1
15 ]312.5] 235 )327.5| 270 |267.5]|142.5] 250 | 235 1 1 1 1

Lh

-]

N 08 | ~2 | [ [ |G | [ |

23




con relacién a 2 densidades (Baja densidad=1x10° Y Alta densidad=3x10° células/ml)

Tabla 9. Tasa de incremento poblacional (r) en Brachionus calyciflorus Y B. patulus
de alimento (alga, levadura, mezcla). Se muestra el promedio y + error estdndar.

Variable s Poblacionales Parémetro Parémetro | Pardmetre | Parémetro
Tasa de Crecimiento Df SS§ MS F
Tipo de Alimento (A) 2 0.028 0.01 11.3] *#*=
Brachionus calycifiorus
Concentracion de Alimento (B) 3 0.075 002  {20.08 **+
Brachionus calyciflorus
Ax B 6 0.007 0.00 0.89 ns
Tipo de Alimento (A) 2 0.010 0.00 6.40 **
Brachionus patulus
Concentracién de Alimento (B) 3 0.143 0.05 61.27 ¥+
Brachionus patulus
AxB 6 0.000 0.00 0.10 ns
Dia de Abundancia Maxima
Tipo de Alimento (A) 2 0.210 0.10 1438 #+=
Brachionus calyciflorus
Concentracion de Alimento (B) 1 0.006 0.01 0.77 ns
Brachionus calyciflorus
AxB 2 0.950 0.48 | 65.07 #=+
Tipo de Alimento (A) 2 21.167 10.28 | 15,24 +++
Brachionus patulus
Concentracién de Alimento (B) 3 3.861 1.95 2.81 ns
Brachionus patulus
AxB 6 9.055 1.51 2.17 ns
Densidad Maxima

Tipo de Alimento (A) 2 0.3643 1.82 23,12 ##+
Brachionus calyciflorus
Concentracion de alimento (B) 3 10.5%96 3.53 44.82 **
Brachionus calyciflorus
AxB 6 1.374 0.23 291+
Tipo de Alimento (A) 2 0.462 6.23 4.00 *
Brachionus patulus
Concentracion de Alimento (B) 3 15,387 5.13 88.88 +*«
Brachionus patulus
AxB 6 0.000 0.03 0.56 ns
***.¥**= Grado de significancia., ns= No significativo estadisticamente

A= Tipo de Alimento. B =Concentracién de Alimento (1 x 10° y 3x106 células/ml)
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Tabla 10. Tasa de incremento poblacional (r) en Brachionus calyciflorus con relacién a
dos densidades de alimento (I::IO6 y 3x10° células/ml) Se muestra promedio y
error estindar y valores con 4 réplicas

Alimento || Promedio  [[ Efror E. Promedio || Efror E. Promedic || Efror E.
1.000 0619 01047 0l053 0049 0159 0059
3.000 01633 0[045 0[627 6/845e-3 0{130 0]026
Alimento | Promedio| Alim. ] Promedio] Alim. | Promedio] Alim. [ Promedio] Alim. Promedio] Alim. | Promedi
1al 0.726 |1b1 |0.458 |1cl |0.197 [2al [0.705 ]2bl {0.618 |2cl 0.121
1a2 0.529 |1b2 [0.485 |1c2 |0.052 [2a2 [0.532 {2b2 |0.646 |2¢2 [0.072
123 0.550 |1b3 [0.670 |1c3 j0.078 [2a3 [0.713 |2b3 [0.627 [2¢3 {0.199
1a4 0.670 [1b4 {0.597 [1cd |0.309 [2a4 10580 [2b4 [0.616 [2c4 |0.128
1a 0.61% [(1b |0.553 [lc |0.159 |2a 0.633 {2b {0.627 |[2¢ 0.130
0.047 0.04% 0.059 0.045 6.84e-3 0.026

Tabla 10a. Tasa de incremento poblacional (r) in B. patulus con relacién a dos
densidades de alimento (Ix10° y 3x10° ¢flulas/ml). Se muestra promedio vy error
estdndar y valores con 4 réplicas.

Alimento Promedio Error E. Promedio Error E. Promedio Error E.
1.000 0.186 0.010 0.288 9.183e-3 0.194 0.016
3.000 0372 0.011 0.301 (.024 0.191 0.026
Alimento | Promedi | Alim | Prom. Alim | Prom. Alim. | Prom. Alim_| Prom. Alim. | Protn.
1al 0.161 |1b1 [0.282 |lcl [0.184 [2al [0.376 [2bl [0.274 [2c1 |0.145
la2 0.201 |1b2 10.267 |[1c2 [0.183 |2a2 [0.374 [2b2 |0.370 |2¢2 [o0.232
1a3 0.206 |1b3 10.311 [1e3 [0.167 [2a3 {0.395 |2b3 [0295 [2¢3 [0.149
1aq 0.176_|1b4 |0.292 |lcd4 {0.242 [2ad4 [0.341 [2b4 [0.264 [2c4 |0.240
la 0.186 [1b j0.288 |l1c |0.194 |[2a 0372 |2b 0301 2¢ 0.191
6.010 0.0092 0.016 0.011 0.024 ¢.026
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Capitulo 2

Crecimiento poblacional del rotifero depredador Asplanchna sieboldi (Leydig) alimentado
con las presas Brachionus calyciflorus Pallas y Brachionus patutus (O.F. Muller)

2.1 Introduccién

En acuacultura es importante para [a alimentacién de un depredador, que la presa
tenga un Optimo tamafio y calidad nutritiva, El género Brachionus muestra en alto grado
una dependencia de la naturaleza de la dieta proporcionada (Hamza y Robin, 1992).

El rotifero Asplanchra es un importante depredador de zooplancton de talla
pequeia, especialmente para los rotiferos, ciliados, cladéceros, y copépodos. Las dietas para
los asplénchnidos muestran limitaciones en su crecimiento poblacional, por el tamafio
morfologia, y tendencias evasivas de la presa. Por lo que el depredador responde de manera
funcional y numérica al incremento de Ia densidad de presa (Tablas 12, 13 y 14 ¥ 15). Esto
también tiene un importante papel en la estructura comunitaria del zooplancton (Gandy,
1995),

Liao (1971) observé que la calidad, tamafto, densidad y movilidad del alimento vivo
es un factor importante para el desarrollo de las técnicas de crianza de los depredadores.
Los rotiferos como alimento vivo incrementan, el crecimiento y sobrevivencia
poblacionales de los consumidores terciarios cuando se les proporciona una dieta
tradicional o alternativa con un Optimo aporte de materia orgdnica (Lubzens, 1984)

El cultivo de rotiferos alimentados con levadura, con respecto al que se desarrolla
con alpas verdes como Chiorella presenta deficiencias en ciertos 4cidos grasos esenciales
(Rodriguez er al. 1996). En este trabajo se determiné que Brachionus calyciflorus (Fig, 1-
18} ¥ Brachionus potulus (Fig. 2, 2a) se pueden cultivar en diferentes medios nutritivos,
obteniendo una alta produccién que puede ser aprovechada para Ia alimentacién y cultivo
de larvas de peces, crusticeos, langostinos, entre otros consumidores terciarios de
importancia comercial.

En bioensayos realizados con Brachionus patulus y B. calyciflorus, usando al
rotifero depredador Asplanchna sieboldi como indicador, se comparan los rangos de
crecimiento obtenidos cuando se alimenta con Brachionus calyciflorus (Fig. 9,9a, 9b, 9¢) y
B. patulus (Fig. 10, 10a, 10b, 10c) bajo tres condiciones de experimentacion: 100% alga,
50% algay 50% levadura, 100% levadura, con cuatro densidades de presa. La relacién entre
el volumen del cuerpo de Asplanchna y el contenido proteico en diferentes concentraciones
de presa dada fue obtenido de manera relativa,

La calidad nutritiva de las presas es incrementada en proteina total contenida,
cuando la concentracién de alimento también se incrementa en el rotifero Keratella tropica,
manifiesta este patrén (Hoffmann, 1983).




2.2 Objetivos: Evaluar a los rotiferos Brachionus calyciflorus y B. patulus usados como
presa det rotifero depredador Asplanchna siebold; alimentados con alga Chlorella vulgaris,
levadura Saccharomyces cerevisiae Y una mezcla de ambas

2.21 Determinar el efecto de la calidad nutritiva relativa de los rotiferos B, patulus y B
calyeiflorus en el crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldi

2.22 Establecer la morfometria del rotifero Asplanchna sieboldi alimentado con alga
Chlorella vulgaris .

2.3 Material y Método

Para la realizacién de este trabajo se usaron dos especies de rotiferos: Brachionus
calyciflorus y B. patulus como presas ¥ como depredador al rotifero Asplanchna sieboldi,

En el laboratorio cada especie de rotifero fue cultivada independientemente en
peceras de vidrio de 20 lts de capacidad, proporciondndoles tres tipos de alimentacidn, Los
braquidnidos estaban contenidos en recipientes de plastico de 200 ml, con 20 mi totales de
medio fisiolégico EPA + alga, levadura, ¥ una mezcla de ambas en pequefias cantidades 2
ml), para simular las condiciones de cultivo en que se mantuvieron los rotiferos-presa. Se
proporcionaron diariamente cuatro diferentes concentraciones de Brachionus calyciflorus
(Tablas 12 y 13) y B. patulus (Tablas 14 y 15) a los rotiferos depredadores (Densidades de
presa de 2.5=50 ind/ml, 5=100 ind/ml, 10=200 ind/ml, 20=400 individuos/m1/24 hrs) como
alimento. Inicialmente se colocaron 2 rotiferos depredadores en cada uno de los recipientes.
Se mancjaron tres réplicas para cada concentracién de presa. Se experimentd en 36
recipientes de prueba (3 tipos de presa nutritiva x 4 densidades de presa x 3 réplicas=36),
Tablas 11 y 13.

La densidad de las presas y los depredadores se contd diariamente por separado
mediante un microscopio estereoscopio, una cajita pequefia de acrilico para tomar alicuotas
de las muestras de las réplicas ¥ una pipeta Pasteur adaptada al tamafio de los rotiferos. Se
utilizé un analisis de varianza (Tabla 10, ANOVA) para monitorear la densidad de los
depredadores cada 24 horas, los asplanchnidos sobrevivientes fueron transferidos a un
recipiente nuevo con medio fresco y con la misma densidad de alimento (Figuras 10, 10a,
10b, 10c, para B. calycifiorus y 9, 9a, 9b, 9¢, para B, patulus) asignada al comenzar el
experimento que concluyé al dia 10, cuando la poblacién mostré una meseta en el
crecimiento, se calculé la tasa de crecimiento poblacional (r) de Asplanchna sieboldi en
cada una de las densidades alimenticias ya descritas anteriormente, ¥ se determting la
calidad nutritiva relativa de Brachionus calyciflorus y B. patulus criados en alga, levadura y
en una mezcla de ambas como alimento del depredador Asplanchna sieboldi

Se estimé la morfometria de 100 rotiferos de la especie 4. sieboldi alimentados con
Brachionus patulus y B. calyciflorus, los asplinchnidos se conservaron en formalina
concentrada al 10%. Con un Microscopio compuesto marca Nikon ¥ un micrémetro ocular
se midi6 el tamafio de los individuos en un aumento de 10x multiplicado por la formula de
Ruttner y Koliseo, 1997, Las medidas incluyen: el largo y el ancho del cuerpo, los que se
dibujaron sobre una hoja de papel usando una cimara liicida, también fue medida la faringe
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0 mastax (el fulerum, la base del ramus, el ramus, la espina), para su localizacién se us6
hipoclerito de sodio para separarlo del resto del cuerpo y se observéd en un aumento de 40x.
La relacidn entre el volumen del cuerpo de Asplanchna y el contenido proteico en diferentes
concentraciones de presa dada fue obtenida de manera relativa las medidas y formas se
expreso en forma de dibujos. El tamatfio del cuerpo de Asplanchna se expresé en unidades
de volumen (um®). De acuerdo a Ruttner-Kolisko; 1997 y Walz at al., 1995,

2.4 Resultados

El crecimiento poblacional de Asplanchna sieboldi mostré diferencias significativas
relacionadas con la densidad poblacional y la calidad nutricional de Brachionus calyciflorus
(Tabla 12 y 13) y B. parulus (Tabla 14 y 15} cultivados en diferentes alimentos Yy en
diferentes densidades.

Los Asplanchna alcanzaron un pico de abundancia de 0.43 + 0.10 (Tabla 11a-2.5
ind/ml ), 0.47 + 0.07 (Tabla 11b-5 ind/mt), 0.65 + 0.20 (Tabla 11c-10 ind/ml) y 1.28 % 0.20
(Tabla 11d-20 ind/ml) bajo concentraciones de presa. Los valores comparables de los
asplanchnidos fueron 0.42 + 0.11 (Tabla 13a-2.5 ind/ml), 1.07 + 0.15 (Tabla 13b-5 ind/ml),
1.17 £ 0.30 (Tabla i3¢-10 ind/ml) y 2.45 £ 0,19 20 ind/ml (Tabla 13d-20 ind/ml),
respectivamente. Cuando se uso Brackionus patulus como tipo de presa cultivados en
levadura y alga, A. sieboldi mostrs el pico mas alto de densidad de 3.00 + 0.26
individuos/mt (Tabla 11 y 12). Pero en el cultivo en levadura sola los Asplanchna
mostraron un pico de abundancia de 2.30 + 0.40 ind/ml (Tabla 13) bajo la m4s alta
concentracién de presa. Hubo un efecto significativo de los rotiferos B. calyciflorus y B.
patulus (p < 0.05, Tabla 10) en su densidad (p< 0.01) sobre la abundancia méxima
poblacicnal de los Asplanchna a pesar de las especies de braquiénidos usados. Sin embargo
el tipo de alimento y la densidad poblacional usada fué estadisticamente significativa para
Brachionus calyciflorus, pero, no para B. patulus.

Los valores del dia de abundancia méxima incrementaron del dia 6 al 9 para
Brachionus patulus (Tabia 13) Yy para B. calyciflorus (Tabla 11) incrementaron del dia 9 al
1. El dia en que dsplanchna alcanzé el cultivo la maxima abundancia poblacional no fué
significativa (p> 0.05) excepto para B, patulus criado en varios tipos de alimento.

La tasa de crecimiento poblacional (r) de A. sieboldi incrementd con el aumento de
la densidad de presa, a pesar de su alimentacién de alga, levadura y una mezcla de ambas.
El rotifero Asplanchna sieboldi alimentado con B. parudus (Fig., 10, 10a, 10b, 10c) mostré
un alto valor para (r) comparado con B. calyciflorus (Fig. 9, 9a, 9b, 9¢). El valor (r) es
significativo para Asplanchna y varia desde 0.14 + 0.02 a0.37 % 0.02 sin considerar el tipo
de alimento-presa.

El valor de (1) para A. sieboldi fué significativamente influenciado por la calidad
nutricional y densidad de los braquiénidos {p > 0.01, Tabla 9), pero su interaccién no fug
significativa (p> 0.05, Tabla 9.
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2.5 Discnsion

La conducta alimenticia de Asplanchna consiste en 4 etapas (Gilbert, 1980): 1)
Encuentro de la presa, 2) Ataque, 3) Captura, 4) Ingestién

Cuando los aspldnchnidos se alimentaban solo con alga, levadura, o en la mezcia de
ambas solo obtenfan la energia necesaria para sobrevivir, pero no se reproducian, los
bioensayos se mantenian durante los primeros dias (1° y 2°) alimentados con las densidades
de braquidnidos antes citadas y no se reprodujeron porque se estaban adaptando a las
nuevas condiciones del cultivo experimental (densidad de rotiferos adecuada, 20 ml de
medio EPA de capacidad, mantenimiento de los § rotiferos depredadores iniciales, cambio
diario del medio de cultivo, proporcién del alimento donde se cultivaron los rotiferos-
presa), a partir del 3% dia se registr6 un crecimiento poblacional,

La calidad nutritiva relativa del alimento proporcionado (los rotiferos: Brachionus
calyciflorus y B. patulus) determina el control de la abundancia de los depredadores 4.
sieboldi. La eficiencia nutritiva de los braquionidos usados como alimento es determinada
por el tipo y densidad de alimento que consumen (Watanabe et al. 1993). Sin embargo ia
tasa de crecimiento poblacional de A. sieboldi incrementé con el aumento de la densidad de
la presa, a pesar de su calidad nutricional. Se observaron variaciones en el crecimiento
poblacional de los asplanchnidos con relacién al tipo y densidad de las braquiénidos
(Tablas 13 y 14).

La curva de crecimiento para Asplanchna alimentada con Brachionus calyciflorus y
Brachionus patulus es comin para el Zooplancton oportunista (Downing y Rigler, 1984:
Rothhaupt, 1988; Rothhaupt y Lampert, 1992; Rico-Martinez y Dobson; 1992).

Este estudio permite saber cual es la respuesta numérica de la poblacién del rotifero
depredador Asplanchna, que se obtiene con relacién al tipo, densidad y movimiento de la
presa. No se monitoreo la mortalidad.

La eficiencia nutritiva del alimento tiene un papel importante en la dindmica
poblacional del depredador (Rothaupt, 1990; Smith, 1991; Vanni & Lampert, 1992:
Mitchell, 1992), cuando se uso B. calyciflorus como tipo de presa cultivado en levadura
solay alga A. sieboldi evidencié el pico de abundancia mis alto 3 00 + 0.06 ind/m) (Tablas
13 y 14), pero en el cultivo con levadura sola los Asplanchna tuvieron una abundancia de
2.30 + 0.40 ind/mi bajo la mas alta concentracién de presa (Tabla 13), es preciso mencionar
que los depredadores dependen de la facilidad de captura, disponibilidad, tamafio, y tipo de
dieta con la cual fucron nutridas sus presas. La tasa de crecimiento poblacional de un
depredador depende de la densidad Yy caractetisticas biolégicas como: calidad nutritiva,
morfologia y movimientos de la presa. Los valores del dia de abundancia maxima variaron
del dia 6 al 9 para B. calyciflorus y del dia 9 al 11 para B. patulus

El volumen de Asplanchna se incrementa con relacién a la densidad de presa
consumida. Las diferencias en tamafio o volumen pueden deberse a la cantidad de
encuentros y la tasa de captura a fas altas densidades de presa. Hubo un efecto significativo
para cada uno de los rotiferos usados como alimento y en su densidad sobre la abundancia
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méaxima poblacional de los Asplanchna. Sin embargo ¢l tipo y densidad fue
estadisticamente significativo para B, calyciflorus, pero no para B, patulus. Esquemas 1.

2.6 Conclusiones

Con el incremento de la densidad de la presa, Asplanchna ingiere mayores
cantidades hasta saciarse, no se marca un limite en su ingestién, por lo que hay un
incremento en la densidad poblacional del depredador. Sin embargo, las variaciones en la
abundancia poblacional del depredador con relacién a ambas especies de presa indican que
la calidad nutritiva es determinada por estas ultimas, B, calyciflorus es mas ficil de capturar
debido a sus desplazamientos lentos, pero su tamafio es mayor que el de B. parulus que es
més veloz y mds pequefio, pero es evidente que su calidad alimenticia depende de la dieta
en la que se hayan criado.

El bioensayo muestra que la tasa de crecimiento de Asplanchna es baja cuando se
alimenta de Brachionus calyciflorus 'y B. patulus criados en levadura sola, los que
consumieron solo alga presentan un rendimiento alto en pocos dias. Sin embargo estos
resultados no implican que la calidad de los rotiferos no sea la adecuada para los
asplanchnidos.

Los resultados que aqui se presentan sugieren que la calidad de los rotiferos del
género: Brachionus alimentados con Chiorella son nutritivos, ademaés de que se obtiene una
alta cantidad en poco tiempo, lo cual es importante para el cultivo de consumidores
terciarios como Asplanchna.

RECOMENDACIONES

* Es necesario hacer estudios con la presa que se nutre de un medio especifico para ser
consumida por un depredador posteriormente, para evitar un bajo crecimiento
poblacional que no sea satisfactorio a los requerimientos nutricionales.

* El valor energético del alimento para un depredador depende de la densidad de la presa y
de la facilidad de captura, asi como de la calidad nutritiva (cantidad de carbohidratos,
proteinas, aminodcidos, lipidos, minerales, entre otros) del alimento asignado.

* La densidad poblacional de ios rotiferos Brachionus calyciflorus vy B. patulus tuvo un
efecto significativo en el crecimiento poblacional del rotifero depredador Asplanchna
sieboldi que es baja cuando los rotiferos presa se alimentan de levadura sola, sin
embargo los que se alimentaron se alga o de un aporte de ella presentaron un
crecimiento alto en pocos dias y por lo tanto habia una mayor disponibilidad y ficil
colecta.




Tabla 11. Anilisis estadistico de dos vias (Anova) de las variables
seleccionadas en Asplanchna sieboldi con relacion a dos tipos de
alimentos (Brachionus calyciflorus y en B. patulus) en 3 densidades de

alimento.

Variables Parimetro Parémetro Pardmetro Parimetro

Tasa de Crecimiento Df S8 MS F
Tipo de Alimento {A) 1 0.002 0.00 0.32ns
Brachionus calycifiorus
Concentracién de Alimento (B) 2 1.149 0.57 78.64 *+
AxB 2 0.011 0.01 0.74 ns
Tipo de Alimento (A) 1 0.026 0.03 2091 ¥+
Brachionus patulus
Concentracién de Alimento (B) 2 0.048 0.02 19.61 **+
AxB 2 0.022 0.02 17.85 #++*
Dia de Abundancia Maxima
Tipo de Alimento (A) 1 13.5 13.5 1.48 ns
Brachionus calyciflorus
Concentracién de Alimento (B) 2 209.250 104.63 11.48 ns
AxB 2 19.750 9.88 1.08 ns
Tipo de Alimento (A) 1 0.375 038 0.11 ns
Brachionus patulus
Concentracién de Alimento (B) 2 45.250 23.63 6.93 *+
AxB 2 45.250 23.63 6.93 *+
Densidad Maxima

Tipo de Alimento (A) 1 1641.750 | 1641.750 1.49 ns
Brachionus calyciflorus
Concentracion de Alimento (B) 2 2762.766 1381.38 1.51 ns
AxB 2 1797.781 898.89 0.98 ns
Tipo de Alimento (A) 1 21301.000 |21301.00 | 17.62 **+
Brachionus patulus 0
Concentracién de Alimento (B) 2 153962.688 | 76981.34 | 63.69 *++*
AxB 2 56792250 | 28396.13 | 23.49 *+

*x* w4 t= Grado de significancia., ns= No significativo estadisticamente

A=Tipo de Alimento (Alga, levadura y Mezcla).

B=Concentracién de Alimento (Alta=3x10° y Baja=3x 10* células/ml)
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Tabla 12. Asplanchna sieboldi (Promedio ¥ Error estindar (E.E) crecimiento con relacién a tipo y
densidad de alimento con Brachionus patufus.

Densidad de presa =2.5 ind/m! 0 50 ind/20 ml de medio EPA { fig.

Alga Error E. Alga + Levadura Error E. Levadura Error E.
] 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
1 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
2 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
k) 0.167 0.033 0.117 0.000 0.183 0.044
4 0200 0.029 0.267 0.017 0.217 0.017
5 0.217 0.060 0.333 0.060 0.25¢ 0.076
[ 0.267 0.044 0.367 0.073 0.367 0.120
7 0.317 0.017 0.517 0.067 0.567 0.093
8 0.283 0.044 0.600 0.133 0.767 0.101
9 0.433 0.109 0.733 0.044 0.733 0.101
10 |0.433 0.067 0.667 0.067 0.733 0.033
Densidad de presa= ind/ml o 100 ind/20 ml de medjo EPA

Alga Error Estdndar Alga + Levadura Error E. Levadura Error E.
Q 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
1 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
2 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
3 0.100 0.000 0.167 0.033 0.267 0.093
4 0.167 0.033 0.300 0.076 0.333 0.088
5 0.217 0.017 0.350 0.029 0.450 0.087
[ 0.283 0.044 0.433 0.083 0.650 0.176
7 0.250 0.029 0.367 0.060 0.750 0.218
8 0.300 0.076 0.467 0.101 0.750 0.115
9 0.4567 0.67 0.783 6.101 0.683 0.136
10 0467 0.044 0.550 0.076 0.683 0.101
Densidad de presa=10 ind/ml o 200 ind/20 ml de medic EPA

Alga Error E, Alga + Levadura Error E. Levadura Error E.
0 0.100 0.600 0.100 0.000 0.100 0.000
1 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
2 0.133 0.017 0.133 0.047 0.100 0.000
3 0.133 0.7 0.100 0.000 0.183 0.083
4 0.150 0.000 0.150 0.029 0.317 0.148
5 0.333 0.060 0.267 0.073 0.433 0145
[ 0.533 0.073 0.633 0.186 0.567 0.093
7 0.517 0.136 1.017 0.295 0.617 (130
8 0.617 0.073 1.567 0.529 0.767 0.176
9 0.650 0.029 1.600 0.176 1.400 0.132
10 | 0617 0.130 1.833 0.292 1.133 0.242
Densidad de presa=20 ind/mi o 400 ind/20 ml de medio EPA

Alga Error Estdndar Alga + levadura Ervor E, Levadura Error E.
0 0.100 1.000 0.100 0.000 0.100 0.000
1 0100 0.000 0.100 0.000 0.100 0.000
2 0.100 0.000 0.100 0.000 0.100 0000
3 0.100 0.000 167 0.044 0.250 0.100
4 0.183 0.017 0.300 0.087 0.650 0.181
5 0.233 0.088 0.583 0.188 1.167 0.209
6 0.433 0.109 0.717 0.142 1.667 0.495
7 0.600 0.104 1.033 0073 1.600 0.325
8 0.750 0.132 1.250 0.173 1.617 0.277
9 1.233 0.233 2,333 0.249 1.683 0.404
10 (1283 0.203 i.817 0.289 1.533 0.421
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Tabla 13. Crecimiento con relacién a Brachionus calyciflorus como alimento para Asplanchna sieboldi
(Promedio y + Error estindar) Los valores de Asplanchna estin dados en individuos/ml AS0, BS0,
C50=50 presas/20 mi (2.5 ind/ml), A100, B100, C100=100 presas/ml (5 ind/ml), A200, B200, C200=200
presas/mt (10 ind/ml), A400, B400, C400=400 presas/ml| (20 ind/ml).

Alga |Alga |Alga |Alga |Alga [Alga |Alga Alga |Alga [Alga |AlgaB |Alga
AS0_|BSO |CS50 [Al100 |B100 {C100 [A200 |B200 |C200 |Ad00 |400 |C400

0.100 {0.100 |0.100 {0.100 |0.100 |0.100 [0.100 [0.160 [0.100 {0.100 [0.100 ]0.100

0.100 |0.100 {0.100 |0.100 |0.100 [0.100 {0.100 To.100 [0.100 [0.100 {0.100 |0.100

0.100 [0.100 {0.100 [0.100 10.100 |0.100 [0.150 [0.100 [0.150 |0.100 |0.100 |0.100

0.200 10.100 {0.200 |0.100 j0.100 |0.100 [0.300 [0.150 [0.150 [0.100 10.100 |0.100
0.200 10.150 |0.250 [0.100 [0.200 {0.200 J0.400 J0.150 {0.150 |0.200 [0.150 |0.200
0.300 10.100 10.250 |0.200 [0.200 [0.250 [0.300 [0.250 [0.450 [0.200 |0.100 |0.400
0.250 |0.200 10.350 |0.200 [0.300 [0.350 [0.500 [0.650 [0.550 [0.400 |0.350 |0.700
0.300 10.300 |0.350 10.200 J0.250 }0.300 [0.300 [0.750 [0.500 ]0.450 |0.550 |0.800
0.350 ]0.200 10300 10.250 [0.200 |0.450 [0.500 |0.750 [0.600 |0.500 ]0.800 [0.950
0.650 {0300 10350 |0.400 [0.400 |0.600 {0.760 |0.600 [0.650 [0.800 [1.600 |1.300
0.500 10.500 {0.300 |0.400 [0.450 [0.550 {0.400 {0.600 |0.850 |0.950 |1.650 |1.250

A+L A+L A+L A+L A+l {A+L A+L A+L A+L A+L A+L A+L

AS50 B50 C50 A100_ [BI100 |C100 {A200 [B200 | C200 |A400 |[B400 |C400
0.100 10.100 10.100 [0.160 |0.100 |0.100 [0.100 [0.100 [0.106 [0.100 |0.100 |0.l00
0.100 10.100 j0.100 |0.100 [0.100 [0.100 [0.100 [0.100 10.100 |0.100 [0.100 |0.100

0.160 {0.100 _|0.100 {0.100 {0.100 [0.100 [0.150 [0.100 |0.150 [0.100 |0.100 10.100
0.100 10.150 j0.100 [0.200 [0.100 [0.200 {0.100 [0.100 [0.100 |0.100 [0.250 {0.150
0.150 0.300 10.350 |0.350 |0.150 [0.400 {0.200 {0.150 [0.100 f0.150 {0.450 {0300
0.200 10.350 {0.45¢ |0.400 [0.300 [0.350 [0.400 [0.250 |0.150 |0.250 |0.900 | 0.600

0.300 [0.300 |0.500 [0.600 [06.300 {0.400 [0.400 J0.400 |1.000 |0.500 10.550 |t.000
0.250 |0.650 ]0.650 |0.250 [0.450 [0.400 [1.600 [0.800 [0.650 |1.150 |1.050 |0.900
0.200 10.900 10.700 [0.700 |0.650 |0.450 [2.600 [0.850 |1 250 11.550 |1.250 | 0.950
0.650 10.800 [0.750 |0.750 {0.950 [0.800 [1.800 [1.250 [1.750 }2.800 [1.950 |2.250
0.600 [0.800 |0.600 [0.450 {0.700 {0.500 |2.100 [1.250 |2.150 {2.300 |1.850 |1.300

Lev, Lev Lev Lev Lev Lev Lev Lev Lev Lev Lev Lev
AS0 BS50 C50 AlLJ0 |Bl100 [C100 {A200 |B260 |C200 |Ad400 {Ba00 {cC400

0.100 ]0.100 ]0.100 }0.100 [0.100 [0.100 [0.100 [0.100 [0.:00 f0.100 |0.100 |0.100
0.100 _10.100 0.100 10.100 [0.100 {0.100 |0.100 J0.100 [0.100 [0.}00 |0.100 |0100.

0.100 {0.100 |0.100 |0.100 [0.100 [0.100 [0.100 J0.100 [0.100 [0.100 |0.t0¢ |0.100

0.200 [0.100 0.250 |0.150 |0.200 |0.450 [0.100 [0.100 [0.350 [0.450 |0.150 |0.150

0.200 {0250 |0.200 [0.206 [0.300 |0.500 |0.250 [0.100 [0.600 0.950 [0.600 |0.400

0.200 10.400 |0.150 |0.300 |0.450 {0.600 [0.400 [0.200 [0.700 [1.350 |1.400 |0.750

0.200_10.600 10.300 10.300 10.850 [0.800 |0.750 [0.500 [0.450 {1.800 |2.450 |0.750
0.450 [0.750 {0.500 |0.400 |1.150 [0.700 {0.850 [0.600 [0.400 |1.950 |1.000 |0.950

" [0.600 [0.950 10.750 }0.550 j0.950 |0.750 [1.toc [0.700 [0.500 |2.050 |1.700 |1.100

0.550 [0.900 |0.750 }0.500 }0.600 |0.950 |1.600 {1.450 |1.150 |2.250 {1.900 ]0.900

0.700 (0.800 [0.700 {0.700 ]0.500 |0.850 |1.350 [0.650 |1.400 12350 [1.300 |0.950
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Tabla 14. Crecimiento con relacién a densidad de alimento Brachionus patulus cultivado en 100%

alga, 50% alga, 50% levadura, 100% levadura. Los valores de Asplanchna son individuos/m! (A, B, C=
replicas: 2.5 ind/ml o 50 ind/20 ml de EPA.

Densidad de presa 2.5 ind/ml o 50 ind/20 ml de medio EPA

Din Alga E.E. Alga + Levadura E.E. Levadura E. E.
0.00 |0.100 1] 0.100 0 0.100 0
L 10.100 1] 0.160 0 0.100 0
200 ]0.217 0.044 0.133 0.017 0.133 0.017
3.00 10217 0.044 0.283 0.017 0.200 0.076
4,00 1 0.300 0.058 0.167 0.017 0217 0.067
5.00 {0317 0.073 0317 0.044 0217 0.017
600 0217 0.017 0.450 0.076 0.217 0.033
7.00 0317 0.044 0.383 0.060 0.267 0.060
8.00 [0.417 0.117 0.433 0.073 0317 0.073
9.00 | 0.267 0.060 (.533 0.073 0.383 0.017
10.0 | 0.150 0.029 0.517 0.060 0.383 0.044
Densidad de presa § ind/ml o 100 ind/20 ml de medio EFPA

Dia Alga E. E. Alga + Levadura E.E. Levadura E.E.
0.00 10.100 0 0.100 0 0.100 0
1.00 10100 0 0.100 0 0.100 0
200 10317 0.044 0.083 0.017 Q.17 0.017
3.00 0217 0.044 0.400 0.029 0.300 0.076
4.00 | 0.283 0.136 0.200 0.058 0.300 0.076
500 0367 0.093 0.400 0.076 0.200 0.050
600 0433 0.044 0.567 0.088 0.300 0.087
T00  |0.750 0.100 0.500 0.076 0.433 0.12¢
8.00 | 1.067 0.148 1.017 0.101 0.550 0.087
900 11.033 0.159 1.267 0.117 0.867 0.044
10.0 | 0.533 0.083 1.144 0.088 0.850 0.029
Densidad de presa 10 ind/ml o 200 ind/20 ml d¢ medio EPA

Dia Alga _ E. E. Alga + Levadura E.E, Levadura E.E.
0.00 | 0.160 0 0.100 0 0.100 L]

100 {0.100 0 0.100 1] 0.100 0
200 10217 0.044 0.167 0.044 0.117 0.017
3.00 |0.617 (.169 0.383 0.073 0.450 0.029
4.00 | 1.000 0.176 0.250 0.629 0.250 0.076
5.00 10917 0.067 (.883 0.224 0.417 0.073
600 (1017 0.130 0.933 0.240 0.867 0.017
7.00 !1.200 0.225 1.033 0.186 0.833 0.060
8.00 | 1.16722 0.300 1.267 0.348 0.967 0.164
9.00 | 1.083 G.101 1.367 0.196 0.967 0.148
100 (0717 0.130 0.950 0.104 0.533 0.017
Densidad de presa 20 ind/ml ¢ 400 ind/20 ml de medio EPA

dis Alga E.E. Alga + Levadura E.E. Levadura E.E
000 |0.100 [{] 0.100 g 0.100 0
LO0  10.100 1] 0.100 0 0.100 1]

2.00  {0.617 0.169 0.117 0.017 0.133 0017
3.00 |0.383 0.044 0.450 0.058 0.333 0.044
4.00 ]0.667 0.093 0.383 0.088 0.333 (.044
5.00 |0.867 0.117 0.700 0.173 0.733 0.209
6.00 [ LOL7 0.109 0.967 0.319 1.033 0.209
7.00  {1.250 0.340 0.817 0.060 1.083 0.060
300 (2100 0176 1.600 0318 1.400 0.058
9.00 | 2.400 0.189 3.033 0.260 2.300 0.409
10.0 1.233 0.318 2.250 0.289 2.250 0.029
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Tabla 15. Crecimiento con relacion a densidad de alimento Brackionus patulus cultivado
en 100 % zlga, 50% alga-50% levadura, 100% levadura. Los valores de Asplanchna son
individuos/ml (A, B, C= replicas: 2.5 ind/mI=50 presas/20 ml de medio EPA*, 5§ ind/ml=100
presas/20 ml*, 10 ind/ml1=200 presas/20 mlI*, 20 ind/mI=400 presas/ 20ml*

Alga | AlgaB | AlgaC | AlgaA | AlgaB | AlgaC | AlgaA AlgaB | AlgaC | AlgaA | AlgaB | AlgaC
AS0 |50 50 100 100 100 200 200 200 400 400 400
1] 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.15 |0.1 0.15 0.1 0.1 0.1
1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.15 0.} C.15 (03 0.1 0.1 0.1
2 0.3 0.15 0.2 0.4 025 0.3 0.2 0.15 10.3 0.5 095 104
3 0.3 0.15 (0.2 0.2 0.15 103 0.5 095 |04 0.4 045 [03
4 03 0.4 0.2 0.1 0.2 0.55 1.2 065 (085 [0.85 |06 0.55
5 0.3 045 0.2 0.25 |03 055 [1.05 |0.85 (09 0.9 0.65 |[1.05
6 0.2 025 0.2 0.35 {045 [0.5 1 0.8 1.15 115 |08 1.1
7 025 [03 0.4 1.25 11.05 1135 [075 1.4 1.75 |1.75 |0.6 1.4
8 0.65 (0.3 0.3 i 135 |14 1 175 1225 225 [1.75 |23
9 0.15 (0.3 035 {1.05 1.3 0.75 |09 .25 1.1 2.5 275 |21
10 0.1 0.2 0.15 045 0.7 045 j05 095 10.7 1.6 1.5 0.6
A+LA | A+LB | A*LC [ A+LA | A+LB | A+LC | A+LA [ A+LB [ A+LC [A+LA | A+LB A+LC
50 S0 50 100 100 100 200 200 200 400 400 400
(1] 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.t 0.1
2 0.15 {015 |0.1 0.1 0.05 0.1 0.25 0.1 0.15 {015 (0.1 0.1
3 025 |03 03 0.4 0.45 |0.35 |0.25 |04 0.5 0.35 1045 1055
4 0.15 (0.15 0.2 0.2 0.3 0.1 0.3 0.2 025 055 1025 [0.35
5 0.3 0.4 0.25 1045 {05 025 |12 I 045 |1 0.4 0.7
[ 035 {06 0.4 0.7 0.6 04 1.4 0.8 0.6 .55 |045 |09
7 03 0.5 035 |045 065 |04 1.4 0.9 08 0.85 0.9 0.7
8 045 1055 (03 1.2 085 |1 1.9 1.2 0.9 1.05 1245 |16
9 0.55 (065 [04 1.45 1.3 1.05 875 [1.25 |11 26 3.5 3
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Capitulo 3
Analisis de proteinas y carbohidratos totales de los rotiferos: Brachionus patilus 'y
Brachionus calyciflorus

3.1 Introduccién

Se determindé la relacidn entre la concentracién del alimento, la densidad
poblacional y el estado nutritivo de los cultivos de braquiénidos alimentados solo con alga
verde Chlorella vuigaris.

Los estudios realizados para el cultivo de los rotiferos estin relacionados con la
calidad, densidad, tipo de alimento y las condiciones ambientales (Halbach; 1979). La
composicién quimica de los rotiferos como B. calyeiflorus, Keratella tropica, Asplanchna
brightwelli, B, rubens y B. plicatilis puede determinarse por la minima concentracién de
alimento requerida para cada especie (Pilarska, 1977; Lubzens, 1987; Guisande, 1989).

La composicién de los rotiferos alimentados con dietas tradicionales muestra una
alternativa para producir cultives nutritivos que sirvan para la crianza de larvas de
consumidores terciarios, en proporciones adecuadas a sus tequerimientos metabdlicos. Los
rotiferos son organismos ideales para este tipo de trabajos por ser eutélicos, es decir con un
nimero celular bajo, vida corta, reproduccion partenogenética. Puede obtenerse un alto
nimero de individuos isogénicos en cultivo para propésitos experimentales.

En estos organismos el volumen del huevo representa hasta el 60% del
correspondiente al cuerpo del adulto, lo que explica la brevedad del crecimiento individual.
Una vez asimilada la materia organica consumida, se empleara en Ia produccién gonadal.
La produccién de bragiénidos resulta de un balance energético que sirve para estimar la
eficacia de la transferencia del alimento consumido para satisfacer diferentes rendimientos.

Un incremento en el contenido de proteinas en braquidnidos ocurre cuando la
concentracién en alimento ug/mi. También aumenta. Los carbohidratos son la forma
principal de reserva en los rotiferos. En Brachionus calyciflorus las hembras sin huevo
tienen un 8% de la biomasa tota] de carbohidratos ¥ en hembras con huevo un 15% de
carbohidratos. Los lipidos tienen solo una funcién estructural. La relacién entre el volumen
coorporal y el contenido proteico es dado por la concentracién de alimento, La proteina de
los rotiferos alimentados con el alga Chiorella es similar al contenido de los aminoacidos
Arginina, Cisteina, Isoleucina y Leucina en la proteina de la misma.

El contenido de lipidos de los rotiferos es de 24.3 a 25.2%. Para el peso seco
Minkoff (1987) fundamenta que los braquionidos criados en levadura de pan solo
incrementan su peso seco en un 12-25 %, siendo prolongado por 48 horas si se enriquece
con alga. Los individuos por el contrario pierden un 30% de su peso corporal después de un
periodo de hambre de 24 horas a 20 °C.

Scott y Baynes (1979) estiman que durante periodos de altas tasas de crecimiento y
generoso suministro de alimento, el peso seco de los braquiénidos puede incrementarse
hasta 620 ng/individuo. Sin embargo, Yifera & Pascual, 1984, Minkoff, 1987;Kimball,
1984, Tnadler and Mason, 1984;Doohan, 1973. han demostrado que a 24 0 26°C y en
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ausencia de alimento los rotiferos pierden diariamente un 18-26% de su peso corporal. La
rapida pérdida de material orgénico de los rotiferos desprovistos de alimento es percibido
como uno de los principales factores que causan un pobre crecimiento y alta mortalidad de
los cultivos de larvas de peces.

3.2 Objetivo: Determinar la cantidad total de proteina y carbohidratos de los rotiferos:
Brachionus calyciflorus y B. patulus alimentados solo con alga Chiorella vulgaris.

3.3 Material y Método

Los rotiferos se cultivaron en 2 peceras de vidrio de 20 lts de capacidad a
temperatura ambiente, aireacién constante, luz durante las 24 horas, con exposicion de 3
limparas tubulares de luz artificial Philips de 75 watts a una distancia de 60 cm, La
alimentacién fue suministrada diariamente a una densidad de 1x10° células ml™ de alga
verde Chlorella vulgaris mantenida en refrigeracion.

Se tomaron 3 alicuotas de 500 ml de cada una de las peceras, para la realizacién del
estudio bromatolégico de la cantidad total de proteinas y carbohidratos. El alimento
sobrante se aislé por centrifugacién a 500 tpm durante 10 minutos, posteriormente se filrd
con una malla de nylon de 50y se lavé con agua destilada.

Para iniciar el andlisis experimental se pesaron tres frascos vacios de 20 ml de
capacidad y sin tapa en una balanza analitica, luego se adicioné una muestra de 10 m! de
rotiferos para los 3 frascos y se tomé el peso. Se obtuvo un concentrado de rotiferos en 10
mil de agua destilada, se¢ mantuve la muestra por 8 horas en una estufa a 100 °C de
temperatura para [a obtencién de las cenizas de los rotiferos. Las cenizas se resuspenden en
5 ml de agua para obtener nuestro stock de muestra para la cuantificacion de proteinas y
carbohidratos. El procedimiento para la cuantificacién total de proteina se realizé con
relacién a la densidad poblacional del dia de la cosecha (68.4 individuos/ml para
Brachionus calyciflorus y 57.4 individuos/ml para B. patulus) por la técnica de Bradford
(Apéndice 3), se tomé la lectura para el valor de Ia cantidad de proteina por el
espectrofotémetro a 595 nm y para la cantidad de carbohidratos la lectura se tomo a 490 nm
(Apéndice 4).

Otra evaluacién de la cantidad total de proteinas y carbohidratos que aportan los
rotiferos como alimento para consumidores terciarios como peces o crusticeos, se
determind con las métodos de Bradford (Apéndice 3) para proteinas y de fenoles totaies
para carbohidratos (Maxwell et al 1978), Apéndice 4. Con el suministro de Brachionus
calyciflorus y B. patulus como alimento para Asplanchna siebold.

3.4-3.5 Resultados-Discusién

El principal componente de la biomasa de los rotiferos es la proteina que constituye
del 50% al 60% del peso seco (Guisande, 1989). El valor obtenido para proteinas totales en
Brachionus calyciflforus y B. patulus se estimé con lz lectura en el espectrofotometro a 595
nm el promedio fue 0.045, por el método de minimos cuadrados se determind que la
cantidad total de proteina es de 0.8783 pug/ml por muestra (Tabla 15).
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Tabla 16. Anilisis de la cantidad total de proteinas y carbohidratos en
rotiferos: Brachionus calycifforus y B. patulus alimentados con alga
Chlorella vulgaris.

Especie Peso Individuo Cantidad Cantidad de
de ©reteinas Carbohidratos
Brachionus calyciflorus 1.87 pg 6.55 ng x cada 19 3.9 ng x cada 10
individuos individuos
Brachionus patulus 1.95 pg 6.05 pg cada 10 4.4 pg x cada 10
individuos individuos
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Esta cantidad de proteina varia, si se realiza la cuantificacién en un dia distinto del
crecimiento del cultivo, debido al método de continuo crecimiento se empleo (densidad de
alimento, cambio del medio peridédicamente, agitacidn, temperatura ambiente). En términos
del contenido total de carbohidratos obtenidos para Brachionus calyciflorus y B. patulus
con una lectura en el espectrofotdmetro a 490 nm.el promedio es 4.65 pg/ind (Tabla 15).

El volumen utilizado de agua + retifero fue de 10 ml,, el peso seco de rotiferos
obtenido es de 13.4761g, el peso del agua + rotiferos fue de 15.62g, el peso del agua se
estimd en 15.6166 g/ml. Se tenia una densidad de rotiferos en promedio de 4.4 x107 g, lo
cual equivale a 2,250 organismos concentrados en una muestra de 10 ml, entonces, tenemos
que cada rotifero pesa en promedio 1.95x10%%g.

3.6 CONCLUSIONES

Un andlisis bromatolégico completo requiere que los resultados sean muy claros, es
decir, deben de quitarse todos los restos de alimento ofrecido a los rotiferos, de otra manera
los resultados serian muy parecidos a la informacion del contenido proteico de la dieta
asignada. La variacién en el contenido de proteinas y carbohidratos en braquiénidos, ocurre
cuando la densidad y el tipo de alimento también se varian, porque al hacerse el andlisis de
rotiferos mantenidos sin alimento ¢ en refrigeracién (alimentados con alga, levadura ¥ una
mezela) se enconttd que la cantidad de proteinas o carbohidratos los tnicos que se
estudiaron en el presente capitulo. La variacion del alimento no es adecuada, por lo cual se
recomienda no cambiar la densidad asignada durante el tiempo que se desarrolle el cultivo,

La evaluacién de la calidad nutricional relativa de los rotiferos Brachionus
calyciflorus y B. patulus mediante métodos quimicos de mayor sensibilidad nos evita
emplear grandes poblaciones de individuos en un solo analisis.

RECOMENDACIONES

¢ Es Importante realizar el analisis nutricional durante los dias en que la poblacién se
encuentra en su fase exponencial (mayor nitmero de individuos) de crecimiento para
obtener mayor cantidad de rotiferos nutritivos. Es necesario cuidar que el cultivo se
encuentre en dptimas condiciones sanitarias (cambio del medio periédicamente,
contaminacion, temperatura, agitacién, tipo de alimento, pH, densidad, aumento de la
presencia de machos).

* La cantidad de proteina contenida en las presas incrementa con el aumento de la
densidad del alimento proporcionado. Las densidades de alimento empleado muestran
que la concentracién y tipo de alimento (alga), es Gptimo para el crecimiento
poblacional, aprovechamiento energético y sin exceso que obstruya la digestién de
presas por Asplanchna

¢ Para el caso particular de la levadura se recomienda como alimento sélo a una densidad
de 1x 10°y en 3 x 108 células/ml, monitoreando diariamente los pardmetros de cultivo a
fin de mantener en condiciones de sanidad a los individuos, de otra manera no se
garantiza un crecimiento poblacional adecuado para el consumo de los Asplanchna o de
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cualquier otro depredador, ya que la baja densidad poblacional podria resultar toxica
debido al exceso de materia orgénica en descomposicién, bacterias, entre otros.
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Apéndice 1
Produccién de microalga Chlorella vulgaris en laboratorio

1.1 Introduccion

La produccién de microalgas constituye en la acuicultura el inicio del flujo
energético en las cadenas alimenticias acusticas. Las algas se han proporcionado como
alimento vivo en cultivos experimentales y comerciales de diversos organismos acuaticos
(Mazén et al., 1980; Umebayashi, 1985).

Las condiciones para desarrollar un cultivo cerrado, donde los nutrientes para las
algas son limitados, determinan que el crecimiento de éstas pueda presentar diferentes fases
{Fernindez, 1996} Apéndice 2. Para lograr un crecimiento microalgal activo es necesario:
un indculo viable de tamafio minimo, suministro de nutrientes y microelementos, adecuadas
condiciones fisicoquimicas (temperatura, pH, luz, salinidad, agitacién, fotoperiodo,
intensidad de luz) Abalde, 1995.

En el momento de iniciar un cultivo de microalgas se considerara la concentracion
dptima del in6culo que determinard el desamollo del cultivo: las concentraciones pobres
pueden perderse por fotooxidacién que se debe a las altas intensidades de luz que provocan
la muerte celular, en tanto si la concentracién es excesiva se producen pérdidas por
respiracion o un ineficiente aprovechamiento de 1la energia luminosa, debido al
emsombrecimiento algal. Si el inécuto es muy grande no es compensable econdmicarnente.

La densidad de las microalgas ticne un efecto muy importante en e} crecimiento de
los rotiferos (Ver capitulo 1), existe para cada especie de alga una minima densidad para
obtener el méximo rendimiento. Awaiss (1992) sefiala que aunque se sobrepasen las
densidades estindar esto no afecta al rotifero. Lo interesante es que a altas densidades de
microalgas se puede inducir la inhibicién del crecimiento (Hiramaya, 1979;Yufera, 1983)
asi como variaciones en el pH y concentracién de CO, que afectan la vida del rotifero.

El crecimiento de cultivos algales se expresa como el incremento de biomasa:
nimero de células, peso seco, cantidad de proteina, pigmentos, volumen celular y/o carbon
celular total, sobre un periodo de tiempo de crecimiento. Los métodos de recuento al
microscopio y la densidad éptica son los mas usados, debe considerarse la facilidad de
manipulacién, precision y limite de deteccion (Wintrobe, 1960).

La contaminacién de los cultivos axénicos es por medio de agentes bacterianos,
otras formas algales, zooplancton, virus, hongos, ciliados e insectos {Pourriot, 1980).

Las células viables de la cepa algal inoculadas en recipientes de plastico con medio fresco,
nutrientes, luz, temperatura y agitacion constantes, inicia la fase de crecimiento exponencial
en la que la multiplicacién celular es répida y la poblacién se incrementa en progresion
aritmética. Si el alga es de buena calidad y se adapta en poco tiempo a su nuevo medio e
inicia el crecimiento al ser sembrada (Apéndice 2). Entonces en la mayoria de las
microalgas la constante de crecimiento (r) muestra algunas de las interacciones entre la
intensidad luminosa y la tasa de fotosintesis; ésta s¢ incrementa de manera proporcional al
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aumentar la intensidad luminosa y la temperatura; pero, si los valores de saturacién son
alcanzados decae (Richmond, 1986).

1.2 Objetivo General

Evaluar el crecimiento poblacional de la microalga Chlorella vulgaris bajo condiciones de
laboratorio.

1.21 Objetivo particular

Determinar si la produccién de alga Chlorella vulgaris es eficiente para usarse como
alimento de los rotiferos: Brackionus calyciflorus y B. patulus.

1.3 Material y Método

El alga Chlorella vulgaris Beijerink; 1890, presenta un crecimiento poblacional
constante, un tamafio pequefio, habita el mismo medio que el rotifero: Brachionus
calyciflorus crece en buenas condiciones hasta los 36°C {Laing y Ayala, 1990).

A partir de una cepa pura de C. vilgaris aislada en la Unidad de Morfofisiolgia de la
ENEP Iztacala, se tom6 una alicuota ¥y se procedi6 a su cultivo masivo en 8 recipientes de
plastico con una capacidad de 2000 m] previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio,
Posteriormente se les adiciond un voltmen de 1800 ml de medio nutritive BOLD (APHA,
1980) para conocer la densidad poblacional méxima del alga y el tiempo necesario para
alcanzarla, se mantuvo con aireacién constante y luz durante las horas, utilizando 3
lamparas tubulares de luz fluorescentes Philips de 75 watts, ¢! volimen de liquido de los
recipientes se mantuvo, reponiendo la pérdida por evaporacién con agua destilada
enriquecida con bicarbonato de sodio a una proporcion de 1 gramo por litro.

El agua utilizada para el cultivo se filtré con una malla de nylon de 20u los 10
nutrientes fueren mezelados, se adicioné una alicuota de 10 ml por cada nutriente, ademas
de 100 m! de alga directamente al garrafén de 40 Its con el fin de que en todos los
recipientes de cultivo quedaran (voltimen total=1800 ml) iguales proporciones de nutrientes
y de alga.

El alga tuvo un crecimiento de tipo exponencial (Fig. I), durante los dias 2, 3 ¥ 4 después
del inoculd, ¢l tiempo para la cosecha fue de un periodo méximo de 10 dias de cultivo,
aunque se puede cosechar en un lapso de tiempo menor (durante los primeros 3 6 4 dias de
cultivo, fase exponencial, ver apéndice 2), para evitar la contaminacion del cultivo.

Para estimar el crecimiento de las microalgas se realizé el conteo directo bajo un
microscopio dptico marca Nikon una vez al dia, utilizando un hematocitdmetro de 0.1 mm
de profundidad recomendado para contar algas pequefias de 2 a 30 p el tipo mas usado es el
de Neubauer de dos camaras. El conteo se realizé con una camara de Neubduer
(Umebayashi, 1973) a intervalos de 24 horas hasta que se observd una disminucion
considerable en el nimero de células sin que la poblacién pudiera recuperarse, se adiciono
una gota de cada uno de los recipientes en cultivo con tres réplicas, por espacio de 10 dias
consecutivos de experimentacién, También se utilizé una pipeta de 5 ml y una pipeta
Pasteur con bulbo. '
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La densidad inicial de Chlorella vulgaris sembrada en cada recipiente fiue de
1.25x10° células ml”. Se calculs el promedio y la desviacién estindar (ANQVA), de Ia
produccién diaria del alga para determinar la curva de crecimiento que expresa la densidad
poblacional maxima de algas en un lapso de 10 dias de cultivo.

1.4 RESULTADOS

El crecimiento del inéculo algal no es significativo, a partir del primer dia y hasta el
octavo, el cultivo crecié de manera exponencial. Después del dia 8 no se registrd
crecimiento poblacional. La méxima densidad encontrada en este estudio fue de 8.4 +
1.8x10° células/ml Durante los § dias que se mantuvo el crecimiento, la densidad de
Chliorella vulgaris se incrementé 7 veces (Fig. I).

La tasa de crecimiento poblacional por dia (r) de Chlorella vulgaris es 0.27 £ (.03
(Promedio y % error esténdar.).

1.5 Discusion

Se observa que el cultivo de alga verde C. vulgaris es regulado por los parimetros
ambientales de experimentacién realizados en recipientes de 2 Its de capacidad que se
mantenian para la alimentacién de los braquiénidos, anteriores al ensayo experimental final,
donde se muestra que si no se proporcionaban los nutrientes en la concentracién adecuada,
con un inéculo dptimo, con agitacion, con una fuente de luz constante ¥ un monitoreo
diario, estos repercuten sobre la productividad del sistema de cultivo que a su vez determina
la calidad del material algal cosechado, como fuente de aportacién de proteinas y
carbohidratos como alimento en la acuicultura. Al agregar agua con bicarbonato de sodio se
recupera el volumen pérdido y debe cuidarse que no se exceda, porque puede provocar
€spuma y una contaminacidn para el cultivo algal 1o que puede ser encontrado también en
Vega Q. 1996.

Los resultados encontrados (Fig. I) para el crecimiento poblacional del alga son
similares a los reportados por Arévalo, 1998.

Una suficiente agitacion del medio de cultivo asegura una distribucion homogénea
de las células y los nutrientes, mejorando la distribucién de la luz a las células para que
permanezcan fotosintéticamente activas, evita que se sedimenten las células,

Las células algales son generalmente cultivadas de varias formas: 1} el crecimiento
en cultivo continuo donde las células son constantemente removidas y reemplazadas con
medio fresco. 2) el crecimiento en cultivo masivo en donde el medio es inoculado con
células algales y se cosecha toda [a biomasa algal de una sola vez ¥ con una cierta cantidad
de células reproducidas. Mientras el cuitivo continuo es a menudo complejo, ¢l cultivo
masivo presenta fases de crecimiento simples y faciles de monitorear. Las fases del cultivo
masivo se describen en el apéndice 1.
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1.6. Conclusiones

En este trabajo el cultivo algal se mantuvo bajo condiciones de acreacién o agitacién
(para resuspender las células algales), fotoperiodo, temperatura constantes, nutrientes,
filtracién del agua para los cultivos con mallas de 20 p para remover particulas orgédnicas
grandes y ciliados, ademés se adiciona agua con Na,HCO; sin exceder el volumen del
recipiente. El crecimiento poblacional del alga incrementé 7 veces la densidad poblacional
inicial,

La cosecha fue mayor en la fase exponencial (Fig. [); las células obtenidas se
dividen constantemente, por lo que pueden emplearse como inéculo para iniciar otros
cultivos que produzcan células con una calidad nutricional adecuada a los requerimientos
poblacionales de los consumidores secundarios. Klaak (1978) reporta que la fase
exponencial (citado en De Paw, 1984) es donde las células contienen una mayor proporcién
de proteina que las célutas que se desarrollan durante otras etapas de crecimiento y la fase
estacioniaria tiene una baja proporcién de carbohidratos.

Al encontrar los valores préximos a la saturacién de la cepa puede incrementarse la
velocidad de crecimiento y el nimero de divisiones celulares (Vega, 1956).

Recomendaciones

* Para la obtencion de la biomasa microalgal es necesario concentrar las células algales,
una vez dituido el medio algal puede adicionarse en pequefias concentraciones como
inculo inicial de un nuevo medio de cultivo o a los contenedores de crianza de
zooplacnton.

* El alga sobrante puede conservarse en refrigeracion por algunas semanas.

* Es mejor el uso para la alimentacion de organismos e inoculacién de nuevos cultivos las
células algales que se desarrotlan durante la fase exponencial porque se dividen mas
rapidamente.

» Para obtener resultados confiables es preciso aplicar observaciones microscdpicas
simultaneas cualitativas para evitar la contaminacion de los cultivos.

* Es necesario evaluar el tipo y calidad del alga antes de iniciar la inoculaci6n.

e El monitoreo diario y la adicién de agua con bicarbonato de sodio para recuperar el
volumen de agua que por evaporacién se pierde es de vital importancia para el
mantenimiento del desarrolio del cultivo

¢ Laagitacion o aireacidn, nutrientes, fuente de luz, inéculo algal proporcionat al
volumen del recipiente y las condiciones axénicas son pardmetros que aseguran un buen
crecimiento poblacional,
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Fig. 1. Crecinuento poblagjonal de Chiorelha yulgares
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Apéndice 2

Fases del crecimiento poblacional

Para desarrollar los cultivos de microalgas es necesaria una correspondencia con el
medio y el estado nutricional (Droop, 1975). Después de inocular las botellas de cultivo, se
registra el crecimiento para identificar la etapa de mayor densidad de las algas, la cual
indica el momento apropiado para cosecharlas. La duracién de cada fase varia dependiendo
de diversos factores como: temperatura, tipo de composicién quimica del medio de cultivo,
luz, tamafio del inoculo y caracteristicas propias de las microalgas.

La reproduccion es lenta, cuando el crecimiento poblacional neto absorve nutrientes,
entra en fase exponencial donde su reproduccién es extremadamente rdpida. Posteriormente
la poblacitn entra a la fase de declinacién del crecimiento e€ste es muy lento y por dltimo la
fase estacionaria en la cual el crecimicnto se detiene, si el cultivo descuidado la muerte
celular seguira.

El crecimiento se expresa en términos de las siguientes fases: 1) Fase de induccion o
de retraso (lag) en que las células en cultivo han comenzado a absorver los nutrientes
presentes en el medio. Al inocular un nuevo medio a menudo no se regisira un incremento
inmediato en el nimero de ¢élulas. Esta fase se expresa entre el primero al tercer dia
dependiendo del tamafio del inoculo; esta fase se puede evitar utilizando como inoculo
cultivos que estén en su fase exponencial.

2) Fase exponencial. Al adaptarse las células al medio, la densidad de las microalgas
aumenta en forma geométrica. Puede presentarse del segundo al tercer dia, después de
inoculado el medio y se prolonga hasta 4 dias. Si se controla la dilucion del cuitivo esta
etapa puede prolongarse por semanas.

3) Fase de declinamiento relativo al crecimiento. Esta fase durade | a 2 dias y se manifiesta
con un decremento en la velocidad de reproduccion de las células, debido a condiciones

desfavorables en el cultivo generadas en Ia fase anterior. Al final de esta fase {a densidad
del cultivo aleanza su valor maximo.

4) Fase estacionaria. El mimero de microalgas permanece constante, en ocasiones el
fendmeno apenas se detecta y puede presentarse en su lugar la muerte celular.

5) Fase de muerte. Al incrementarse el nimero de células muertas, las condiciones

desfavorables como el incremento de bacterias, hongos y espuma producte de la
destruccién celular, generan el colapso final del cultivo,
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Apéndice 3
Determinacién de carbehidratos totales en rotiferos
Soluciones y reactives

0 Solucién patrén de glucosa 10 mg /100 m] de agua.
0 Solucién de fenol al 5% ¢n agua destilada p/p

Q  Acido sulfiirico concentrado grado reactivo,

1.- Elaboracién de curva patrén de glucosa 1-2¢ mg/ ml.

organismos de una suspencién de rotiferos, por cada individuo se toman 10 ml de agua y se
colocan grupos de 10 individuos por tubo de ensaye.

3.-Llevar a un mililitro el volumen total con agua destilada .

4.-A cada tubo se le agrega 1 ml de solucién de feno) al 5% y 5 ml de 4cido sulfiirico
Concentrado.

3.-Los tubos se mantienen ep Teposo 10 minutos y sc agitan,

6.-Se colocan los tubos e€n un bafio de agua con temperatura de 25 a 30 °C durante 30
minutos,

7.-Leer los tubos en el espectrofotometro a 490 nm.

Apéndice 4
Cuantificacion de Proteinas Totales

Método de Bradford

Micrométodo

~  Se toman muestras de 100 ml, teniendo cuando menaos 3 diluciones diferentes,

- Agregar | ml del reactivo de Bradford.

- Construir 1a curva Patrén 2 partir de una solucign de Albimina en NaCl 015 M (ASB
10pg/100 mi), de tal forma que se tenga 10, 8,6, 4,2, 0 mg de ASB (las muestras son de {00
ml) y agregar 1 ml del reactivo de Bradford.

- Leer la absorbencia en e espectrofotdmetro a 595 nm.

**Reactivo de Bradford.

-Azul brillante de Coomasie G-250 100/50 ml. etanol 95%

-Acido fosférico al 854 w/v (100 ml)

-Aforar a | It con agua destilada,

Normal

[= pesar 10 mg de albimina en 10 ml de NaCl0.15 M solucion Stock.

2=Leera 278 nm (uv) la lectura debe de ser 0.66 DO, de Io contrario ajustar,

Curva Patrén

100 Mg-0.1 ML de fa solucien stock

75 Mg
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Apéndice 5
Medio BOLD Basal (Borowitzka & Borowitzka, 1988).

El medio BOLD Basal usado como sustrato en todas las fases experimentales, se preparo a
partir de soluciones patrén mantenidas en refrigeracion.

Soluciones

-Solucién A

KOH+EDTA

-Solucion B

FCSO4+H2504

-Solucion C

H3BO;

-Solucién D

Micronutrientes (ZnSO,, MnCl, Mo0;, CuS0, Co {NO3)

Soluciones stock

-NaNQ;
-MgS0,
-CaCli
-KH;PO,
-K;HPO,
~NaCl

Apéndice 6

Medio Fisiologico EPA (Andnimo, 1985), usado para el cultivo de rotiferos y otras
especies.

-Na;HCO;. 1.92¢

-Ca SO4 1 .2g
-Mg S0, 1.2g
-KCl 0.08g
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