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Glosario

Acuicultura: Toda actividad cuya finalidad es la produccién, crecimiento y
comercializacion de organismos acuaticos animales o vegetales de agua dulce,

salobre o salada (Aran, 1997)

a-Amilasa: Enzima que actua en la degradacion del almidon en enlaces 1—4 a lo

largo de la cadena

ATP: Molécula que interviene en los intercambio de energia que se llevan a cabo

en la célula, esta formado por ribosa, adenina y tres grupos fosfatos

Biosintesis: Procesos celulares que requieren de energia libre, en estos procesos

se requiere de energia quimica (Lehninger, 1981)

Biotecnologia: Toda aplicacion tecnolégica que utilice sistemas biologicos y
organismos Vvivos o sus derivados para la creacion o modificacion de productos o

procesos en usos especificos

Coenzima A: Coenzima que contiene acido pantoténico y que actua como grupo

transportador de acilo en ciertas reacciones enzimaticas

Cromatografia: Método fisico de separacion en el cual los componentes a
separar se distribuyen en dos fases, una de las cuales constituye la fase
estacionaria, de gran area superficial y la otra es un fluido (fase mévil) que pasa a

través de la fase estacionaria (Yuan et al., 2002)

Cultivo batch: Sistema mas simple y mas utilizado, consiste en afadir una
pequefa cantidad de microalgas en un volumen determinado de medio de cultivo
que se agita o se ventila para suspender las células, reabastecer el CO, y

mantener un cultivo homogéneo (Castrejon et al., 1994)
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Glosario

Desaturasa: Enzimas que catalizan la introduccion de dobles enlaces en la parte

hidrocarbonada de los acidos grasos

Deshidrogenasa: Enzimas que catalizan la eliminacién de pares de atomos de

hidrogeno de sus sustratos

Diatomea: Grupo de algas unicelulares pertenecientes a la Clase
Bacillariophyceae, con los o6rdenes Centrales o Biddulphiales (simetria radial, la
mayoria marinas) y Pennales o Bacillariales (simetria bilateral, la mayoria de

aguas continentales)

Estrés: Es el estado de agotamiento, desajuste, debilitamiento, presion, choque o
alteracion fisiolégica que presenta un organismo como consecuencia de las

condiciones ambientales

FAD: Flavina adenina dinucleétido Coenzima de algunas enzimas de Oxido-

reduccion, que contiene riboflavina

Fitoplancton: Corresponde a la parte vegetal del plancton, organismo con nulo o
escaso poder de desplazamiento. Esta constituido por organismos foto
autotroficos, los que corresponden en su mayoria a los productores primarios de la

cadena trofica

Fotosintesis: Es el proceso por el cual la energia solar es absorbida por los
pigmentos fotosintéticos de las plantas, algas y algunas bacterias, y transformada

a energia quimica resultando en carbohidratos (glucosa) y O, (Jeffrey et al, 1997)

Metamorfosis: Procesos de transformacion de la larva hasta alcanzar la forma

adulta
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Glosario

NAD: Coenzimas que contienen nicotinamida y que funcionan como
transportadores de atomos de hidrégeno y como electrones en algunas reacciones

de 6xido-reduccion

Nauplio: Término utilizado para designar al estadio recién eclosionado de algunos

crustaceos incluyendo al camarodn recién eclosionado

Nutriciéon: Proceso quimico y fisiolégico que proveen de nutrientes al animal para
la realizacion de sus funciones normales, de mantenimiento y crecimiento
(Akiyama et al., 1993)
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Abreviaturas

Unidades de Medicion

g gramos

mg  miligramos

m metro

mm  milimetros

um  micras

ul microlitros

umol micromol

°C grados centigrados
Uma unidad de masa atdmica

ups unidad practica de salinidad

Abreviaturas

ARA acido araquiddnico

ATP adenosin trifosfato

BSA albumina bovina

DHA acido docosahexaenoico
EPA 4&cido eicosapentaenoico

FE frascos experimentales

GC-MS cromatografo de gases
espectrometro de masas

HPLC cromatografo de liquidos de alta
resolucion

NiR nitrito reductasa

NR nitrato reductasa

PC pastilla celular
PS peso seco

PZI protozoea |
PZII protozoea Il
PZII protozoea Il

PUFAs acidos grasos altamente
poliinsaturados (siglas en inglés)
SAT saturados

MONO monoinsaturados

POLIINSAT poliinsaturados
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Resumen

Con la finalidad de evaluar el contenido quimico de la microalga Thalassiosira
fluviatilis y conocer su efecto como alimento suministrado a larvas zoea del
camarén blanco Litopenaeus vannamei, se realizaron dos bioensayos; en el
primero, esta diatomea fue crecida en un cultivo estatico o batch en el medio /2
modificado, utilizando como fuente de nitrégeno nitrato de sodio (NaNOs) y
cloruro de amonio (NH4CI) a cuatro concentraciones cada una. Se observo que
la fuente y concentracién de nitrégeno tiene un efecto directo en la composicién
quimica de la microalga. Se le dié seguimiento a su cinética de crecimiento para
conocer la fase donde T. fluviatilis presentaba cantidades altas de PUFAs. Se
determiné que las microalgas con mayor contenido de estos acidos grasos
crecieron en un medio con 445 umol de NaNOs3 y con 222.25 umol de NH4CI.
Posteriormente se realiz6 el segundo bioensayo, suministrando como alimento a
larvas de protozoea de L. vannamei las microalgas con alto contenido en
PUFAs. Durante el ensayo de alimentaciéon de larvas, su medio de cultivo se
mantuvo a una temperatura de 28 °C y una salinidad de 35 ups, realizando
recambios del 100 % de agua en cada subestadio. La mayor supervivencia fue
obtenida con la microalga cultivada con nitrato de sodio a 445 pumol (T1) con
53.09 %, seguida del testigo con (48.05 %) T3 y de la microalga crecida con la
fuente de cloruro de amonio a 222.25 umol (22.48 %) T2. En el T1 también se
determinaron mayores porcentajes de metamorfosis al finalizar el ensayo (95 %),
asi como la mayor longitud total (1.786 mm) y la mejor acumulacién de lipidos
(12.92 pglarva™), carbohidratos (10.29 pglarva™) y PUFAs (173.60 nglarva™),
4cidos monoinsaturados (133.94 nglarva™) y saturados (117.96 nglarva™). De
los PUFAs el C18:2 se registrdo con mayor concentracion (134.23 ng/larva), estos
resultados nos indican que probablemente las larvas son capaces de convertir el
C18:2 exogeno en acidos altamente poliinsaturados como EPA y DHA. Por lo
cual concluimos que el tratamiento T1 fue la mejor dieta para las larvas de L.

vannamei bajo estas condiciones experimentales.
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Abstract

The effect of chemical composition of the microalgae Thalassiosira fluviatilis on
growth and survival of protozoea larvae of white shrimp Litopenaeus vannamei
was evaluated. A batch culture of the algae was cultivated in Guillard's /2
modified media, with four different levels of sodium nitrate (NaNO3) or ammonium
chloride (NH4Cl) as nitrogen sources. Both nitrogen source and concentration
directly affected biochemical composition of the microalgae. Study of T. fluviatilis
growth kinetics showed that the phase with highest PUFA production occurred in
a medium with 445 pumol of NaNO3; and 222.25 umol of NH4CIl. These PUFA-rich
microalgae were used in a second bioassay to feed L. vannamei protozoea
larvae. During this assay, the culture media was kept at 28°C temperature and
35 ups salinity, and 100 % of the water was changed for each sub-stage.
Microalgae growing on a medium with sodium nitrate 445 pmol (T1) had the
highest survival (53.09 %), followed by the control (48.05 %) grown in Guillard's
f/2 media (T3). The lowest survival (22.48 %) was observed for microalgae
cultured with ammonium chloride 222.25 umol as nitrogen source (T2). Larvae
fed in bioassay T1 also showed highest metamorphosis at the end of the assay
(95 %), as well as greatest total length (1.786 mm) and the best accumulations of
lipids (12.92 pglarvae™), carbohydrates (10.29 pglarvae™), PUFAs (173.60
nglarvae™), monounsaturated fatty acids (133.94 nglarvae™) and saturated fatty
acids (117.96 ng'Iarvae'1). Linoleic acid (C18:2) was the most abundant PUFA
recorded (134.23 ng/larvae). The results indicate that protozoea larvae probably
can transform the exogenous C18:2 in highly unsaturated fatty acids (HUFASs)
such as EPA and DHA. Under our experimental conditions, treatment T1 was the

best diet for protozoea larvae of L. vannamei.
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Actualmente la acuicultura es una actividad economica de gran importancia
en todo el mundo. En los ultimos afios la contribucion a la produccién mundial en
lo que respecta a organismos acuaticos va en aumento, registrando una
produccion de 10 millones de toneladas en 1984 y de mas de 15 millones en
1990, esto representa mas del 25 % de la produccion mundial de organismos
acuaticos (FAO, 2000).

Desde hace siglos la acuicultura se practica en algunas zonas del mundo
(Bardach et al., 1972). Las areas de mayor crecimiento de esta actividad son la
salmonicultura, cuya produccion estd aumentando rapidamente en los paises con
clima templado-frio, como los estados septentrionales de Estados Unidos, ademas
de Canada y Chile (Alceste-Oliviero y Martinez-Espinoza, 2000) y la
camaronicultura (Darryl et al., 2000; Stern, 2002)

En particular el cultivo de camardn ha tenido un crecimiento explosivo en
los ultimos afios en paises con distintos climas que van desde el templado a
tropical, desarrollandose mas rapidamente en latitudes tropicales y subtropicales
debido a factores climaticos favorables para su cultivo (Villa, 1998). La demanda
de los mercados nacionales e internacionales de la mayoria de las especies de
peneidos se ha incrementado en los ultimos anos, provocando un rapido
crecimiento de la camaronicultura (Lucien,1997). Por tales circunstancias, esta
actividad debiera estar disefada para satisfacer las necesidades del hombre,
incluyendo la de establecer comunidades econdmicamente activas y viables,
especialmente en areas rurales donde se da la mayor parte de la produccion

(Castillo, 1998). La acuicultura puede jugar un papel social importante creando
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nuevas oportunidades economicas de inversidbn en una region, fuentes de
empleos, promoviendo la utilizacion adecuada de los recursos locales y
proveyendo al mismo tiempo de fuente de alimentos de alta calidad para la
poblacion (Castillo, 1998).

En sus inicios el cultivo de camardn se sustentaba solamente en la captura
de reproductores o de juveniles silvestres (Sorgeloos, 1992). La disponibilidad de
postlarvas se presenta como un problema para el cultivo de camaroén tanto en el
hemisferio Este donde, se ubica el 95 % de los 5000 laboratorios registrados hasta
1995, como en el hemisferio Oeste, donde su numero es muy reducido
(Valdenebro, 1998). Su rapido desarrollo en los ultimos afios ha generado el
establecimiento de laboratorios para la produccién de larvas en condiciones
controladas, siendo esta etapa, el eslabon mas fragil del ciclo de produccion del
camaron en cautiverio (Sorgeloos, 1992; Arellano, 1993). La creacion de los
laboratorios productores de larvas viene en cierta medida a solucionar el problema
del abastecimiento de larvas y a la vez no afecta la dinamica de las poblaciones
naturales, por lo cual este tipo de estrategia puede garantizar que esta actividad
sea sustentable (Alceste-Oliviero y Martinez-Espinoza, 2000). Una de las primeras
especies de camaron peneido manipuladas en el laboratorio para observar el
desarrollo larvario fue Marsupenaeus japonicus en el cual se determinaron los
requerimientos nutricionales y ambientales de las larvas (Hudinaga, 1942;
Hudinaga y Kittaka, 1967; Stickney, 1979). Posteriormente los métodos
desarrollados por Hudinaga (1942) fueron aprovechados a principios y mediados

de los afios 60 en laboratorios del Este de E.U. para algunas especies del golfo de
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México como Farfantepenaeus duorarum, F. aztecus y F. setiferus (Webber,
1970). Sin embargo en la actualidad uno de los principales problemas que
presentan los laboratorios productores de postlarvas es el de definir y controlar las
variables ambientales del cultivo entre las que se encuentran, la calidad del agua,
la cantidad y calidad del alimento que se proporcionan a las larvas, los cuales son
factores criticos para la supervivencia y crecimiento (Alfonso et al., 1993).

En los camarones peneidos, después de la eclosién del huevo, las larvas
presentan tres estadios sucesivos de desarrollo conocidos como nauplio, zoea y
mysis, caracterizados por importantes cambios morfolégicos y fisiolégicos (Hiroshi,
1985). La larva nauplio no presenta partes bucales, por tanto no se alimenta de
fuentes externas, sobrevive y se desarrolla mediante sus reservas vitelinas
acumuladas durante la formacion del huevo (Mourente et al., 1990; Martinez-
Coérdova, 1999). Se han reconocido 5 subestadios naupliares para Litopenaeus
vannamei y 6 para P. stylirostris (Hiroshi, 1985; Martinez-Cérdova, 1999). Durante
la metamorfosis, cuando la larva alcanza el estadio de zoea, el cual presenta 3
subestadios, se observa el cuerpo dividido en una region cefalotéraxica y en una
region abdominal donde claramente se puede observar un tracto digestivo que va
desde la boca hasta el ano, el cual es funcional aunque no esta completamente
maduro (Hiroshi, 1985). Posteriormente le siguen los subestadios de mysis y
postlarvas siendo su morfologia similar a la de los camarones adultos con todos
sus apéndices desarrollados, a excepcion de las estructuras sexuales (Hiroshi,

1985; Martinez-Cordova, 1999).
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Los camarones, al igual que todos los animales, requieren de sustancias
nutritivas en proporciones adecuadas para su crecimiento, reproduccion y en
general para la realizacion de todas las actividades fisiolégicas (Salaices, 1992).
Muchas especies de organismos, incluyendo a los peneidos, en una etapa de su
vida son planctonicos y su principal fuente alimenticia es el fitoplancton
(microalgas), por esta razén diversos laboratorios que se dedican a la produccion
intensiva de postlarvas se han enfocado también al cultivo masivo de las
microalgas.

Tener cultivos masivos de microalgas que cumplan con los requerimientos
nutricionales adecuados, es uno de los mayores retos en la acuicultura, y
representa un “cuello de botella” para la alimentacién de los estadios larvales de
las especies de interés en acuacultura (Persoone y Claus, 1980). La disponibilidad
continua del alimento de buena calidad y su costo de produccion, es la clave para
el éxito comercial de estas empresas.

Se han realizado investigaciones en los laboratorios de acuacultura acerca
de la sustitucién del alimento natural (microalgas) por microencapsulados, sin
embargo los resultados no han sido satisfactorios (Jones et al., 1987), por esta
razon las microalgas continuan siendo la principal dieta de las larvas en cultivo (De
Pauw et al., 1984; Malcolm, 2002).

Las microalgas son el punto de partida del flujo de energia a través de los
ecosistemas acuaticos y son la base de la cadena alimenticia (Bardach et al.,
1972; Fabregas et al., 1985; Sukenik et al., 1993). El cultivo de microalgas es una

parte fundamental para la alimentacion de especies marinas como moluscos,
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crustaceos y peces de importancia comercial (De Pauw et al., 1984). También son
importantes para el cultivo de algunos organismos del zooplancton como: rotiferos,
cladoceros, artemia y copépodos, los cuales son usados posteriormente como
alimento vivo para crustaceos y larvas de peces (Herrero et al., 1991; Sukenik et
al., 1993; Payan-Aguirre, 1994; Osorio-Galindo, 1998).

La importancia de las microalgas como alimento para muchos organismos
acuaticos es ampliamente conocida y su calidad puede afectar la supervivencia y
desarrollo 6ptimo de los organismos en cultivo (De Pauw et al., 1984; Arellano et
al., 1987). Su rapido crecimiento, la posibilidad de incrementar el valor nutricional,
su tolerancia a los cultivos intensivos y su facil digestion son algunas de las
ventajas que presentan (Castrejon et al.,, 1994), por lo que hace del cultivo de
microalgas un elemento indispensable para la alimentacion de los estadios zoea
del camaron, debido a que son basicamente fitoplanctéfagas (Martinez-Cordova,
1999)

Se han utilizado varias especies de microalgas como alimento en la
acuicultura, pero no todas son adecuadas para mantener el crecimiento de un
organismo (Abalde et al., 1997). Esto se debe a que existen diferencias en la
forma, la digestibilidad, el tamafo y su valor nutricional, el cual depende
principalmente de la composicion quimica de la microalga (Webb y Chu, 1983) y la
calidad del alimento se ve reflejado en las necesidades nutricionales especificas
del organismo a cultivar (Brown et al., 1989). Las especies de microalgas mas
utilizadas en la acuicultura son las diatomeas: Skeletonema costatum,

Thalassiosira sp., Phaeodactylum sp., Chaetoceros gracilis, C. calcitrans y los
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flagelados: Pavilova lutheri, Isochrysis galbana, | galbana var. “Tahiti”,
Tetraselmis chuii, T. suecica (Arce, 1989; Le Borge, 1990).

La calidad nutricional de las microalgas es un reflejo de su composicion
quimica (Webb y Chu, 1983; Brown et al., 1989), enfocandose principalmente en
el contenido de carbohidratos (Whyte et al., 1989, 1990), proteinas (Kreeger y
Langdon, 1993) vy lipidos. En el caso de los lipidos, los acidos grasos saturados
como el C14:0 y el C16:0 (Thompson et al., 1993) y la abundancia de los acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en inglés) como el acido
eicosapentaenoico (C20:5 ®-3) EPA y el acido docosahexaenoico (C22:6 »-3)
DHA (Langdon y Waldock, 1981; Viso y Marty, 1993). Se ha demostrado que la
composicion quimica de la microalga puede ser modificada cambiando las
condiciones de cultivo (Chamberlin y Addison, 1980).

Algunos experimentos se han enfocado a modificar la intensidad de
radiacion y tiempo de fotoperiodo, observando cambios en el contenido de PUFAs
(Malcolm et al., 1996); por ejemplo, una variacion relativamente menor en la
calidad de la luz puede causar cambios sustanciales en la composicion proximal
de la microalga Chaetoceros sp., la cual al cultivarse con luz azul, presenta un
aumento en el contenido de proteinas de 2 pg/cel, sin presentar cambios en el
contenido de lipidos y carbohidratos (Dring, 1987).

Por otra parte se sabe que la temperatura juega también un papel muy
importante sobre la composicion quimica de las microalgas. Sato y Murata (1980)
encontraron que la temperatura es uno de los principales factores que influye en la

sintesis de lipidos y por consiguiente en la composicion de acidos grasos de la
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cianobacteria Anabaena variabilis. Si bien la luz, al igual que la temperatura,
pueden tener una influencia positiva sobre la composicidn quimica de las
microalgas, también ejercen un efecto positivo en el metabolismo y en la tasa de
crecimiento, de tal manera que existen limites minimos y maximos en los cuales
los organismos pueden crecer, estos limites pueden ser diferentes para cada
especie, segun el concepto de la ventana 6ptima ambiental (Cury y Roy, 1989).

Variaciones en la concentracion de nutrientes del medio de cultivo también
causa cambios en la composicion quimica de la microalga (Langdon y Waldock,
1981; Fabregas et al.,, 1986; Richmond, 1986; Viso y Marty, 1993). Bajo
condiciones limitantes de nitrogeno, el contenido de proteinas y el numero de
células microalgales decrece, mientras que la concentracion de carbohidratos,
lipidos y acidos grasos se incrementa (Utting, 1985; Sukenik y Livne, 1991). Por lo
que después del carbono, el nitrdgeno es cuantitativamente el elemento mas
importante que contribuye al peso seco de las algas.

Muchos estudios sobre larvas de peces y crustaceos son concluyentes al
sefalar que la carencia de acidos grasos causa baja supervivencia y en algunos
casos mortalidad masiva, fendmeno conocido como "sindrome de deficiencia de
acidos grasos esenciales" (Kawahigashi , 1992; Inst. de Acuacultura, Son. 1995)
Los animales marinos son incapaces de sintetizar los acidos grasos como el EPA
y el DHA, y una deficiencia de estos en la dieta puede limitar el crecimiento de los
organismos en cultivo, por lo que deben ser adquiridos de fuentes externas,
principalmente vegetales. Tal es el caso de las microalgas (Langdon y Waldock,

1981; Leonardos y Lucas, 2000).
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Considerando lo anterior, en el presente trabajo se analizé los cambios en
la composicion quimica (principalmente en el contenido de PUFAs) de la microalga
T. fluviatilis, cultivada con dos fuentes de nitrégeno y cuatro concentraciones de
nitrogeno. Posteriormente la calidad del alimento producido se probo en las larvas
de camardn para evaluar la respuestas en términos de supervivencia, longitud y

composicion quimica de larvas zoea de camarén blanco L. vannamei.
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El estudio de las microalgas inicio a finales del siglo XIX, cuando el
microbiologo holandés Beijerinck (1890) dio el nombre de Chlorella vulgaris a una
diminuta alga verde de forma esférica, estableciendo de esta forma los cultivos
puros y las técnicas para el cultivo de microalgas en tubo y en placa con medio
sélido (citado en Arredondo, 1995).

Las microalgas han sido empleadas para su consumo como fuente de
alimento: proteinas (Malcolm, 2002) y lipidos (Cohen,1986), también en el
tratamiento de aguas residuales y la produccion de compuestos quimicos de
interés Dbiotecnoldgico: pigmentos, antioxidantes, &acidos grasos. (citado en
Arredondo, 1995; Fidaldo, 1995)

Para obtener un cultivo de microalga en crecimiento activo es necesario un
inoculo viable de un tamafio minimo, suministro de nutrientes, condiciones fisico-
quimicas adecuadas (pH, temperatura, salinidad) y luz como fuente de energia
(Fidalgo, 1995). Las ventajas que presenta la produccion de microalgas son:
Pueden duplicar su biomasa en 24 horas; la transformacion de nitrato a proteina
es del 100 %; se puede variar la composicion quimica de las microalgas
cambiando las condiciones de cultivo, su facilidad de cultivo a nivel industrial
(citado en Arredondo, 1995)

La utilizacion de cultivos microalgales para diferentes objetivos ha
concentrado el esfuerzo de los investigadores durante las ultimas décadas en
mejorar su produccidn y composicion quimica. Este control puede ser ejercido
mediante la manipulacion de factores fisicos y quimicos como: temperatura, luz,

salinidad, composicion del medio de cultivo, pH, (Fidalgo, 1995; Malcolm, 2002).
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La velocidad de sintesis de los metabolitos celulares se ve influenciada por
la temperatura; asi tenemos que el rango Optimo de temperatura para el
crecimiento de la mayoria de las microalgas se situa entre 18 y 25 °C (Fidalgo,
1995). Un decremento de la temperatura se ve reflejado en una acumulacion de
lipidos totales (James et al., 1989; Lopez, 2002); por otro lado, niveles de
irradiancia provocan una alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados y una
baja proporciéon de los saturados y monoinsaturados (Sukenik y Carmeli, 1989;
Malcolm et al., 1996). La concentracion de nutrientes es fundamental y debe
suministrarse al medio de cultivo en cantidades especificas para su adecuada
absorcion, lo cual se lleva a cabo por sistemas enzimaticos, mediado por energia
(ATP) y limitados por la membrana celular (Abalde et al., 1997). El nitrdgeno
después del carbono, es cuantitativamente el elemento mas importante ya que
ocupa el segundo lugar como constituyente de la materia organica de las células
microalgales (Lopez, 1995). Los cultivos estaticos a gran escala dependen en gran
medida de la limitacion de N, C, P y Si principalmente en diatomeas (Harrison et
al., 1990). Los elementos que conforman el medio de cultivo también afectan la
composicion quimica de las microalgas; por ejemplo la fuente y concentracion de
nitrdgeno provoca un efecto directo sobre el crecimiento celular y la produccién de
proteinas (Herrero et al., 1991, 1994; Flynn et al., 1992).

Algunas de las variaciones en la composicidon quimica publicadas para
diferentes microalgas y revisadas por Brown et al. (1989) pone en evidencia que
bajo el efecto de limitacion o deficiencia de nitrogeno en el medio de cultivo, los
niveles de carbohidratos y/o lipidos tienden a aumentar, mientras los niveles de
proteinas decrecen.
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El desarrollo de la acuicultura de moluscos y crustaceos ha motivado la
intensificacién de las investigaciones sobre la produccién masiva de microalgas
marinas, para su utilizacion como alimento en los sistemas de acuacultura. El
principal problema asociado con el uso de microalgas en acuacultura es la falta de
conocimiento sobre el valor nutricional de las algas y los requerimientos
nutricionales de los consumidores de estas (Malcolm, 1991).

El agua del cultivo es el medio donde los organismos se van a desarrollar y
su calidad tiene un efecto directo en la supervivencia, por esta razon para el éxito
de los cultivos larvarios las variables como la temperatura, la salinidad, el pH y el
oxigeno disuelto deben ser correctamente controlados. La importancia de
mantener estas variables en los rangos 6ptimos sugeridos para la especie en
cultivo, es fundamental para el crecimiento y supervivencia, asi tenemos por
ejemplo que la temperatura es un factor importante que determina la velocidad de
las reacciones metabdlicas de los organismos lo cual se ve reflejado en los
procesos de muda, crecimiento y supervivencia (Martinez-Cérdova, 1999); otro
factor importante es la salinidad ya que los organismos en cultivo deben de
mantener su intercambio idnico entre el interior y el exterior del cuerpo. Cuando
este intercambio no esta en equilibrio, el organismo tiene que realizar ciertas
estrategias para equilibrar la concentracién de iones, lo cual implica un gasto de
energia. El pH es importante en las reacciones metabdlicas ya que las enzimas de
los organismos funcionan adecuadamente dentro de un rango de pH determinado,
un cambio puede alterar el funcionamiento de la hemolinfa, la respiracién y las
reacciones enzimaticas del organismo (Arellano, 1990). El oxigeno también es un

parametro muy importante en el desarrollo del camarén en sus diferentes estadios,
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el bajo nivel de oxigeno disuelto es una de las causa mas comunes de mortalidad
y reduccion de crecimiento en estanques intensivos (Seidman y Lawrence, 1985).
Ocampo (1994) experimentando con postlarvas, juveniles y adultos del camarén
café P. californiensis, sometiéndolos a 5 temperaturas y una salinidad de 35 ups,
encontré que el consumo de oxigeno por parte de los camarones se incrementa
con la temperatura y es inversamente proporcional al peso.

Arellano (1990) reporté que la temperatura Optima para el cultivo de L.
vannamei debe mantenerse en 28 + 0.5 °C, la salinidad entre 28-35 ups y el pH
entre 7.5- 8.2. Mientras que Martinez-Cérdova (1999) reporté que las condiciones
fisicoquimicas O6ptimas para el cultivo de L. vannamei son entre 28-29 °C,
salinidad de 37-38 ups, oxigeno disuelto de 5-8 mgO,/It y pH entre 7.5-8.5.

La alimentacién inicial en los primeros estadios larvarios del camarén
(protozea) es a base de microalgas, las cuales proveen de los requerimientos
nutricionales, energéticos que la larva necesita para su actividad metabdlica
(Hudinaga,1942; Kurmaly et al., 1989; Fidalgo et al., 1994; Malcolm, 1991, 2002).
Por esta razon es importante investigar cuantitativamente los aspectos
relacionados con la alimentacion larvaria ya que el desarrollo y crecimiento
dependen principalmente del origen, calidad y cantidad del alimento consumido
(Emmerson, 1980; Martinez-Coérdova, 1999).

Uno de los factores que influye en la supervivencia de las larvas de
camaron es el origen y el contenido del alimento principalmente en proteinas,
carbohidratos y lipidos. Algunos autores ponderan la calidad del alimento en

funcion de la composicion quimica, asi tenemos que Quinitio y Villegas (1982)
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utilizando dos dietas una de Chaetoceros calcitrans y la otra de Tetraselmis chuii
en la alimentacion de Penaeus monodon, determinaron una supervivencia de 68
% y 64 % respectivamente, encontrando una mayor concentracién de
carbohidratos en las larvas alimentadas con C. calcitrans asociandolo con la
supervivencia.

Naranjo et al., (1999) al evaluar el efecto de tres microalgas (Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana y Dunaliella sp.) en la supervivencia de Penaeus
californiensis, determinaron que la supervivencia del 55 % correspondié a larvas
alimentadas con la diatomea Chaetoceros gracilis la cual presentd una cantidad
considerable de proteinas y lipidos.

Por otro lado Lépez (2002) registré supervivencias de 59.2 % en larvas de
L. vannamei alimentadas con T. weissflogii asociandola a la composicion quimica
de la dieta principalmente en su contenido de proteinas.

Kureshy y Davis (2000) mencionan que los requerimientos de proteinas en
camarones peneidos es una consideracion nutricional muy importante ya que es el
mayor nutriente limitante para el crecimiento y uno de los componentes mas

costosos en dietas artificiales.
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Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la diatomea Thalassiosira fluviatilis cultivada con dos
fuentes de nitrégeno en la supervivencia, crecimiento y composicién quimica de

larvas protozoea del camarén blanco Litopenaeus vannamei.

3.2 Objetivos particulares

Conocer las variaciones de la composiciéon quimica de la diatomea T. fluviatilis

cultivada con dos fuentes de nitrdgeno y cuatro concentraciones.

Determinar en que fase de crecimiento celular T. fluviatilis produce la mayor

cantidad de acidos grasos poliinsaturados (ARA, EPA y DHA).

Determinar la tasa de supervivencia en tres estadios de desarrollo (protozoea |, Il
y lll) de larvas de camardn blanco L. vannamei alimentadas con la diatomea T.

fluviatilis.
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Hipotesis

La diatomea T. fluviatilis al ser cultivada en condiciones de estrés (deficiencia de
nitrogeno) presentara cambios en la composicién quimica, principalmente un

incremento de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs).

T. fluviatilis modificada en el contenido de PUFAs, al ser utilizada como alimento
en larvas zoea del camaron L. vannamei tendra un efecto positivo en el

incremento de la supervivencia, desarrollo y crecimiento de este crustaceo.
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Justificacién

El cultivo de camardn es una actividad con un rapido desarrollo en la industria de
produccién acuicola mundial (Stern, 2002). Se sabe que juega un papel social
importante en la generacion de empleos, ademas de ser considerada una fuente
de alimento de alta calidad (Castillo, 1998). En la actualidad, uno de los principales
problemas que presentan las granjas es el controlar las variables ambientales del
cultivo entre las que se encuentran, la calidad del agua, la cantidad y calidad del
alimento, los cuales son factores criticos para la supervivencia y crecimiento de las
larvas (Alfonso et al., 1993). En el cultivo de camarén, el estadio mas critico de la
supervivencia es el de las larvas y esto depende en gran medida de la
disponibilidad y de la calidad del alimento (Persoone y Claus, 1980). Las
microalgas son la base de la alimentacién en acuicultura durante los estadios
larvales de peces, moluscos, crustaceos y organismos del zooplancton (De Pauw
et al., 1984; Arellano et al., 1987, Malcolm, 2002). Dado que el cultivo de
microalga es considerado de importancia vital es necesario mejorar la composicion
quimica de estas, manipulando las condiciones de cultivo, para mejorar la
produccién y concentracion de lipidos, acidos grasos poliinsaturados, necesarios
para el buen desarrollo, crecimiento y supervivencia de los organismos en cultivo.
En el presente trabajo se probo el efecto de T. fluviatilis como alimento vivo,
modificado en su contenido quimico y principalmente en los acidos grasos
poliinsaturados (ARA, EPA y DHA) en la supervivencia, velocidad de metamorfosis

y crecimiento de larvas zoea de camaron L. vannamei.
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6.1 Disefio experimental para el cultivo de microalgas

6.1.1 Cultivo de microalgas

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de “Cultivo de microalgas”
del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR). La cepa de T.
fluviatilis fue donada por la Delegacion Provincial de la Ciudad de La Habana del
Ministerio de Ciencia y Tecnologia y Medio Ambiente de Cuba, a la Coleccion de
Microalgas del CIBNOR, en donde se le puso la clave THF-1. La diatomea T.
fluviatilis se cultivd en el medio f /2 (Guillard,1975) en matraces Erlenmeyer de 250
ml de capacidad a una temperatura de 22 °C con agitacién, enseguida se escald
en matraces Feirnbach de 2.5 |. Posteriormente se realizaron dos bioensayos de
cultivos de microalgas en matraces Feirnbach de 2.5 litros de capacidad para
determinar con que fuente y concentracién de nitrogeno, la produccién de PUFAs
fuera elevada; asi mismo, se determiné la fase de crecimiento de la microalga en
donde se obtuviera la maxima concentracion de PUFAs. Para tal fin, se utilizo
como fuente de nitrégeno el NaNOs; y NH4Cl, cada una a cuatro diferentes
concentraciones siguiendo un orden de progresion geométrica de 2 (111.25,
222.50, 445 y 890 umol). Los tratamientos para NaNOj; se identificaron como N1,
N2, N3 y N4 respectivamente y para NH4CI se identificaron como (C1, C2, C3 y
C4) respectivamente. Los cultivos, con las respectivas concentraciones de
nitrégeno antes citadas, se iniciaron agregando el 10 % del volumen del in6culo de
T. fluviatilis con una densidad aproximada de 236,500 cel/ml. Las condiciones del
cultivo fueron: sistema estatico o batch (termino en inglés), manteniendo constante

la temperatura (22 °C), la iluminacion (120 pmol/Einstein/m?/s), fotoperiodo de
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12/12 (luz/oscuridad) y pulsos de CO; 1min/h controlado por un sistema de
computo, el pH se midié con un potenciéometro Beckman 34 pH Meter calibrado
con Buffer a 7 y 10 unidades de pH, con la finalidad de verificar las condiciones
de estabilidad de los cultivos en los diferentes tratamientos. La duracién de los
cultivos de T. fluviatilis fue de 18 dias y se tomaron muestra cada 48 horas. Para
determinar su densidad y fase de crecimiento se utilizé una tabla de numeros
aleatorios para ubicar la posicion de los matraces Feirnbach. El experimento conté
con ocho tratamientos y 4 réplicas, por lo que el disefio consté de 32 unidades

experimentales (Figura 1).

Cultivo de VIIicroaIgas

Cepa Inoculada Matraces Feirnbach

l T
WOEEIRE I ¥
FTFPr FPTE 4

o~

rpw
gl

 —
Experimentales

Tubos con medio de cultivo

Matraces ErlenMeyer de 250 ml

Figura 1. Escalamiento del cuitivo de Thalassiosira fluviatilis
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Para la preparacién del medio de cultivo se usé agua de mar filtrada a
través de un cartucho de carbdn activado y de una membrana Whatman de fibra
de vidrio GF/F de 0.7 um de tamafo de poro y 47 mm de diametro con la finalidad
de eliminar las particulas en suspensién (Coll, 1991). El agua de mar filtrada se
colocd en matraces Feirnbach de 2.5 litros de capacidad cubriendo su entrada con
tapones de plastico de 7 cm de diametro, el tapdn se perford 2 veces para colocar
un tubo de vidrio en cada perforacion, para la entrada de aire y CO, al cultivo.
Inmediatamente se esterilizé con calor humedo a 120 °C durante 15 minutos
(Torrentera y Tacoa, 1979). Se dej6 enfriar a temperatura ambiente para después
proceder a la preparaciéon de los medios de cultivos para diatomeas f/2 segun la
técnica sugerida por Guillard (1975). Las soluciones con macro y micro nutrientes

se esterilizan bajo las mismas condiciones que el agua de mar.

6.1.2 Seguimiento de los cultivos

Después de hacer el sembrado de la microalga, se le di6 seguimiento a la
cinética de crecimiento y obtencién de muestras para la determinacion de la
densidad celular y composicion quimica (Figura 2). Los conteos de microalgas
(siete por muestra) se realizaron con una camara de Neubauer de acuerdo al

método propuesto por Schoen (1988).
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6.1.2.1 Cuantificacion de peso seco (PS)

Para la determinacion del PS se utilizaron filtros de fibra de vidrio
Whatman GF/F previamente prequemados en mufla a 450 °C 4 h y calibrados en
una balanza analitica Mettler AE 163. ElI PS de las microalgas se realiz¢ filtrando
10 ml del cultivo a través de los filtros GF/F los cuales se lavaron con formato de
amonio 0.5 M para eliminar las sales y posteriormente se mantuvieron a 60 °C en
una estufa BLUE M durante 24 h. Posteriormente se pas6 a un desecador durante
30 min, tiempo que alcanzo la temperatura ambiente. Se realizaron las pesadas en
la balanza analitica hasta que el peso del filtro fuera constante; la cuantificacion
se realizé por diferencia de peso del filtro vacio y el filtro con muestra.

Para la determinaciéon de la composicion quimica durante la cinética de
crecimiento, se extrajeron 100 ml del cultivo, al cual se le elimin6 el exceso de
agua centrifugando a 5000 rpm durante 12 min a 10 °C en una centrifuga
Beckman GPR con control de temperatura. La microalga concentrada (pastilla
celular; PC) se lavo con una solucion de formato de amonio al 3 % para eliminar
las sales (Zhu y Lee, 1997) y evitar interferencias durante los analisis bioquimicos.
La PC se llevo a congelacién a -40 °C y posteriormente se liofilizo (Liofilizadora

Virtis, Freezemobile 5), manteniéndose a -20°C hasta su analisis.

6.1.2.2 Cuantificacion de proteinas
Para la determinacion de proteinas, se pesé 5 mg de microalga liofilizada y

se sometié a hidrélisis alcalina con 2 ml de NaOH 1N en bafio Maria a 100 °C
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(Hernandez-Saavedra, 1991). Posteriormente el hidrolizado se centrifugd a 5000
rom durante 10 min a 20 °C. Del hidrolizado se tomd una alicuota conocida para
aplicar la metodologia descrita por Lowry et al., (1951). Dicho método utiliza el
reactivo de Folin, que es reducido por los fenoles a “azul de molibdeno”. Las
proteinas presentes reducen el reactivo de fenol, produciendo color azul el cual
puede ser medido por espectrofotometria. La cantidad de color producido es
directamente proporcional a la concentracién de proteinas. Para la cuantificacion
se preparé una curva estandar con albumina-bovina (BSA, Sigma, Lot.
093H6158), en el siguiente rango de concentracién: 0, 125, 250, 500, 1000 ug/ml.
Una vez construida la curva se ajustd por regresidon lineal para conocer la
ecuacion de la recta. La lectura de absorbencia se realizé a 750 nm con un

espectrofotdmetro Beckman DU 640.

6.1.2.3 Cuantificacion de carbohidratos

Para la determinacion de los carbohidratos se pesaron 5 mg de microalga
liofilizada, se sometié a hidrdlisis con H,SO4 al 65 % en bafo Maria a 100 °C
(Hernandez-Saavedra, 1991). Del hidrolizado se tomo una alicuota y se siguio el
método descrito por Dubois et al. (1956). Dicho método usa el acido sulfurico y el
fenol, que al reaccionar produce un color muy estable y no sufre interferencias con
proteinas. La cuantificacion se realiza construyendo una curva estandar con
glucosa (Dextrosa, Sigma), en el siguiente rango de concentracién: 0, 25, 50, 100,

200, 400 pg/ml. Una vez construida la curva se ajustd por regresion lineal para
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conocer la ecuacion de la recta. La lectura de absorbencia se realizé a 489 nm con

un espectrofotdmetro Beckman DU 640.

6.1.2.4 Extraccion y cuantificacion de clorofila a (Chl a)

Para la extraccion de clorofila a, se pesaron 2 mg de microalga liofilizada y
se sometid a extraccion con acetona grado HPLC al 100 %. Las muestras se
incubaron 24 h a —20 °C, cubiertas con papel aluminio para protegerlas de la luz.
Posteriormente se centrifugd a 4000 rpm 15 min a 5 °C. El extracto se filtré a
través de una membrana de fibra de vidrio de 0.45 um de poro. El volumen se
recuperd en viales eppendorf y se almacenaron a —20 °C; posteriormente se
extrajeron 20 pl y se inyectd en el cromatografo de liquidos de alta resolucién
(HPLC, modelo 1100, Hewlett Packard).

Para la separacion de la clorofila a, se siguié el método descrito por Vidussi
et al. (1996), utilizando una fase mdévil conjugando dos soluciones, la solucion A
fue una mezcla de metanol : acetato de amonio 1N en una proporcion 70:30 v/v, y
la solucion B metanol grado HPLC al 100%. La fase estacionaria utilizada fue una
columna Hypersil C8, de 10 cm de longitud, de 0.45 cm de diametro y rellena de
particulas de silice de 5 um. El detector utilizado fue un arreglo de diodos con un
rango de longitud de onda de 190-900 nm y capacidad para determinar 5
longitudes de onda fijas. La identificacion se realizé tomando en cuenta dos
criterios: a) tiempo de retenciéon del estandar de clorofila a (SIGMA- Lot. 17K7060)

y b) espectro de absorcidon luminosa (350-750 nm) obtenidos con el detector de
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arreglo de diodos. La cuantificacion se realizé construyendo una curva de
calibracién con concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ng/ml del estandar de

clorofila a.

6.1.2.5 Extraccién de lipidos totales

La extraccion de los lipidos totales se efectuo con base al método descrito
por Bligh y Dyer (1959). Se pesaron 5 mg de microalga liofilizada y se colocaron
en un tubo de ensayo con tapa de rosca y se le anadié 2 ml de una mezcla de
cloroformo:metanol (2:1, v/v) grado HPLC. En esta etapa se le adicion6 el
estandar interno C17:0 (acido heptadecanoico). Para larvas se le agregé el C23:0
(acido tricosaenoico) incubandose por 24h a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a
4000 rpm 20 min a 5 °C recuperandose el extracto cloroformo:metanol. La pastilla
celular se lavo de dos a tres veces con la mezcla, una vez recuperado el extracto
se le agrego6 agua destilada para romper el equilibrio entre el cloroformo:metanol,
formandose dos fases; la cloroférmica que contiene los lipidos la cual se recuperd
con ayuda de una pipeta pasteur. La fase metanol-agua se desechd. Los lipidos
recuperados en la fase cloroformica se llevaron a sequedad en una atmdsfera de
gas nitrogeno y posteriormente se resuspendieron en 1 ml de cloroformo grado
HPLC separandolos en dos fracciones; la primera de 200 ul se destiné para
lipidos totales y la segunda de 800 ul para la determinacion y cuantificacion de

acidos grasos.
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6.1.2.6 Cuantificacion de lipidos totales

Los 200 pl del extracto lipidico se llevaron a sequedad con una corriente
de gas nitrogeno. Para el analisis de lipidos totales se utilizé el método descrito
por Marsh y Weinstein (1966), el cual consiste en la carbonizacién de la materia
organica (lipidos totales) con acido sulfurico. La cuantificacion se realizd
construyendo una curva estandar con triestearina, utilizando las siguientes
concentraciones 50, 100, 150 y 200 ug/ml . La lectura de absorbencia se realizo

a 375 nm con un espectrofotometro Beckman DU 640.

6.1.2.7 Extraccion de acidos grasos

Los 800 ul provenientes de la extraccion de los lipidos totales se llevaron a
sequedad con una corriente de gas nitrogeno. La extraccion se realizd por el
método descrito por Sato y Murata (1988), que se basa en la esterificacion de los
acidos grasos mediante una metandlisis con HCI:CH3OH (5:95) v/v. Los acidos
grasos metil esterificados se extraen realizando de 2 a 3 lavados con hexano
grado HPLC. El extracto de hexano se seca con gas nitrogeno resuspendiéndose

en 200 pul de hexano que se colocan en los insertos para viales de 2 ml.

6.1.2.8 ldentificacion y cuantificacion de acidos grasos

Se utilizdé 1ul del extracto de hexano para la inyeccion al cromatografo de
gases (GCD Plus Hewlett Packard, Modelo G1800B). La fase estacionaria
consiste de una columna Omega wax, Supelco de 30 m de longitud x 0.25 mm de
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diametro. Las condiciones del cromatografo fueron: temperatura inicial de 110 °C,
temperatura maxima de la columna de 280 °C, puerto de inyeccion 250 °C vy la
temperatura del detector de 260 °C. Se utilizé helio de alta pureza como gas
acarreador a un flujo de 0.9 ml/min y el rango de masas que el equipo detecta esta
entre 10-450 uma (unidades de masa atomica). La identificacion de los acidos
grasos se realizd por 2 criterios: a) mediante la comparacion de los espectros de
masas contenidos en la base de datos WIST/NBS de estandares comerciales y b)
comparacion de los tiempos de retencion de los picos de la muestra con los de
patrones comerciales metil esterificados. Para la cuantificacion de los acidos
grasos se construyd una curva de calibracion con una mezcla de estandares de
acidos grasos ( C13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 16:1, 16:2, 17:0, 16:3, 18:0, 18:1, 18:2,
19:0, 18:3, 18:4, 20:0, 20:1 cis-11, 20:1 cis-13, 20:2, 20:3, 21:0, 20:4, 20:5, 22:0,
22:1, 22:2, 23:0, 22:4, 22:5, 24:0, 22:6, 24:1) en un rango de concentracion de 20,
40, 60, 80 y 100 ug/ml. Inyectados los estandares se calculé la pendiente de las

curvas y los factores de correccion para cada estandar.
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Obtencidén de la muestra de Thalassiosira fluviatilis
Cultivo en matraces feirnbach

Tubo con 100 ml de cultivo

Peso Seco

Tubo con 10 ml de cultivo fijadas
con lugol, para conteo en
microscopio
Liofilizar
Congelar a
—-20°C
Centrifugar a 4000 rpm,
15 min, 15 °C
Pesar 5 mg, para cada determinacion [«
\ 4 \ 4 v \ 4
Carbohidratos, Proteinas, Lipidos totales Bligh y Dyer, Clorofila a,
Dubois, 1956 Lowry, 1951 (1959) Vidussi, 1996
Marsh y Weinstein, 200 pl
(1966) < ,
Cuantificacion
Identificacion y
v v v 800 pl cuantificacion por
cromatografia de liquidos,
A 4 HPLC
Derivatizacion de acidos
v grasos, Sato y Murata,
1 e s
Por colorimetria, (1988) Ident;flrcacp'n y
espectrofotometro cuantificacion por

Figura 2. Diagrama de flujo del trabajo experimental: Obtencion de muestras

para la determinacion de la composicion quimica de T. fluviatilis.

cromatografia de gases,
espectrometro de masas
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6.2 Experimento de alimentacion de larvas

Las larvas de camaron blanco L. vannamei se obtuvieron de la compafiia
Acuacultores de La Paz, S.A. de C.V. (APSA), en estadio de nauplio Ill. La
temperatura del agua en la que se proporcionaron fue de 22 °C. Una vez en el
laboratorio del CIBNOR, se aclimataron a 28 °C, para este fin, se colocaron en una
cubeta (20 litros de capacidad) con 10 litros de agua de mar filtrada, a la cual
cada 2 horas se le hacian recambios parciales de aproximadamente el 10 % del
volumen, hasta alcanzar la temperatura de 28 °C asi se les mantuvo hasta el
estadio de nauplio V. Posteriormente se estimd el numero total de larvas, tomando
10 alicuotas de 100 ml y fijandolas con lugol. Estas muestras se depositaron en
recipientes de plastico con fondo cuadriculado y se contaron las larvas. Una vez
conocida la concentracion total de larvas se realizé la extraccion de una alicuota
de un volumen de 40 ml conteniendo un total de 150 larvas que fueron

depositadas en los frascos experimentales.

6.2.1 Disefio experimental para el cultivo larvario

Con el fin de evaluar el crecimiento y la supervivencia de las larvas de
Litopenaeus vannamei alimentadas con la diatomea T. fluviatilis enriquecida en
acidos grasos poliinsaturados, se realizé un bioensayo con tres réplicas y cuatro

tratamientos (Figura 3).
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Los tratamientos de T. fluviatilis seleccionados para el ensayo de alimentacién de
larvas fueron: El tratamiento N3 con 445 umol de NaNOs identificado como (T1) y
el tratamiento C2 con 222.25 umol de NH4Cl como (T2) los cuales presentaron
mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados, también se realiz6 el tratamiento
testigo (T3) utilizando microalga cultivada bajo las condiciones del medio f/2
(Guillard, 1975) y el cuarto tratamiento que fue sin alimento, Unicamente con
larvas (T4). Cada tratamiento se realizé por triplicado y 2 réplicas de microalga
testigo para cada tratamiento. El ensayo consistié en trabajar solamente con
larvas en estadio de protozoea |, Il y lll. Los recipientes utilizados en el
experimento fueron de 4 litros de capacidad, con un volumen util de 2 litros. En
estos frascos (FE) se llevo a cabo la “siembra” de los individuos; primeramente se
les afiadié las microalgas a una concentracion de 1 x 10° cel/ml, mientras que las

larvas se mantuvieron a una concentracion de 150 larvas/I.

Los muestreos se iniciaron cuando mas del 80 % de las larvas en estadio de
nauplio V habian mudado a protozoea | (previa revisién de una alicuota de larvas,
bajo un microscopio estereoscopico). Las muestras para cada estadio se tomaron
al tiempo inicial identificado como PZI t0 inicio de estadio y PZI t1 al final del
estadio. Para los siguientes estadios de protozoea (PZIl Y PZIll), se realizé el

mismo procedimiento de muestreo. El experimento tuvo una duracién de 6 dias.
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Experimento # 2
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Figura 3. Representaciéon general del disefio experimental con larvas de L.
vannamei alimentadas con la microalga T. fluviatilis
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La supervivencia de las larvas se evalué después de homogenizar los FE,
realizando los conteos de organismos vivos en una alicuota de un volumen
conocido. Los conteos de las larvas se realizaron con ayuda de una caja de
plastico cuadriculada del fondo y un microscopio estereoscopico. Posteriormente,
el contenido de cada FE se filtré a través de dos tamices uno debajo de otro, de
50y 22 um. En el de 50 um se recuperaban las larvas y en el de 22 um las heces
fecales, el contenido de estos tamices se concentraron en filtros de fibra de vidrio
GF/C de 1.2 um de tamafo de poro y 47 mm de diametro, con la ayuda de un
sistema de filtracion Kitashato y se congelaron a —20 °C. Las microalgas que
pasaron a través de los tamices antes mencionados, se recuperaron en un vaso
de precipitado de 4 litros de capacidad, del cual se tomaron alicuotas de 100 ml,
la biomasa se concentré en filtros de fibra de vidrio (GF/F) previamente
incinerados a 430 °C, los cuales inmediatamente se congelaron a —20 °C y fueron
destinados para determinar la composicion quimica (proteinas, carbohidratos,

lipidos totales, acidos grasos y clorofila a) (Figura 4).
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Obtencidén de muestras

Temperatura de 28 °C
Salinidad de 35 ups
100000 cel/ml (microalgas)
150 larvas/It

Estadios

Supervivencia

Homogenizar

Fijar con formol

al 4%
Alicuota de larvas,

Larvas para conteo 80.84 ml
50 um

Heces Filtros GF/C Filtros GFTF

K—H f_%

22 um — l Larvas Heces Microalgas

100 ml Concentrar

Microalga

50 ml

> Almacenar a =20 °C

A 4

Anédlisis de composicion quimica
de acuerdo a las metodologias
del experimento 1

Microalgas fijadas con
lugol, para conteo

Figura 4. Representacién de los frascos experimentales y procedimiento para la obtencion
de muestras durante el experimento de alimentacién en larvas protozoea del camarén
blanco L. vannamei sometidas a cuatro tratamientos (T1, T2, T3y T4)
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6.3 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos que se aplicaron fueron: Estadistica descriptiva: En todas
las variables (densidad celular, peso seco, clorofila a, proteinas, carbohidratos,
lipidos y acidos grasos). Pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y
homogeneidad de varianza (Levene’s).

Andlisis de varianza (MULTIFACTORIAL) de tres vias efectos fijos, en el programa
Statistica 6.0 (Statsoft, USA), para observar el efecto de los tratamientos con las
siguientes variables: fuente de nitrdgeno, concentracion de nitrégeno y tiempo de

cultivo.
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7.1.- Evaluacioén cuantitativa del cultivo de Thalassiosira fluviatilis

7.1.1.- Densidad celular

La fuente de nitrégeno suministrada al medio de cultivo no afectd el
crecimiento celular (p > 0.1) y se observo la interaccion fuente x concentracion fue
significativa (p < 0.05). Por otro lado, la densidad celular increment6é conforme se
aumento la concentracion de nitrogeno en el medio (NaNOs y NH4Cl). En las
Figuras 5 y 6 se representan las curvas de crecimiento con las dos fuentes de
nitrogeno y las cuatro concentraciones probadas. Los valores promedio maximos
de crecimiento celular en los tratamientos con 111.25 umol de nitrogeno N1 (para
la fuente de NaNO3) y C1 (para la fuente de NH4Cl) fueron en el dia 12 con 5.75 x
105+ 10.0 x10° cel/ml y 6.00 x 10°t 5.0 x10° cel/ml respectivamente, no
registrando diferencias significativas entre ellos (p > 0.46). Los tratamientos con
222.5 umol N2 y C2 también registraron valores promedios maximos en el dia 12
de 8.58 x 10%t 7.2 x 10° cel/ml y 8.50 x 10° + 2.5 x 10° cel/ml respectivamente, no
registrando diferencia significativa (p > 0.05). Los tratamientos con 445 umol N3 y
C3 también registraron los valores promedio maximos en el dia 12 con 10.62 x 10°
+ 3.7 x 10° cel/ml y 8.75 x 10° + 2.25 x 10° cel/ml respectivamente, registrando
diferencia significativa entre ellos (p < 0.001). Por otro lado los tratamientos con
890 umol de nitrogeno N4 y C4 fueron donde se registraron las maximas
densidades celulares, registraron valores promedio maximos de 14.12 x 10° +
1.30 x 10° cel/ml y 14.50 x 10%t 2.5 x 10° cel/ml en el dia 15, no registrando

diferencias significativas entre si (p > 0.95).
35

Calidad de Thalassiosira fluviatils (Bacillariophyceae) cultivada con dos fuentes de nitrégeno y su efecto en el desarrollo de
larvas zoea de Litopenaeus vannamei




Resultados de Thalassiosira fluviatilis

NaNO3

1.6E+07 -
1.2E+07 -

8.0E+06 -

Cel/ml

4.0E+06 -

0.0E+00
DO D3 D6 D9 D12 D15 D18
Dias de cultivo
*¥—N1 —A—N2 —5—N3 <©—N4

Figura 5. Curva de crecimiento de T. fluviatilis cultivada con NaNO; a cuatro
concentraciones 111.25 (N1), 222.5 (N2), 445 (N3) y 890 umol (N4).

NH4CI

1.6E+07 -
1.2E+07 ~
8.0E+06 -

Cel/ml

4.0E+06 -

0.0E+00

DO D3 D6 D9 D12 D15 D18

Dias de cultivo
C1 —4A—C2 5—-C3 ——C4

Figura 6. Curva de crecimiento de T. fluviatilis cultivada con NH4Cl a cuatro
concentraciones 111.25 (C1), 222.5 (C2), 445 (C3) y 890 umol (C4).
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El pH y la temperatura son dos variables fundamentales durante el cultivo
de microalgas por lo que éstas se mantuvieron constantes entre 8.0-8.4 y 22 °C

respectivamente.

7.1.2.- Peso seco

El peso seco celular no se ve afectado por la fuente de nitrégeno (p > 0.24),
pero si por la concentracion de nitrégeno (p < 0.001) y el tiempo de cultivo (p <
0.001), registrando interacciéon entre tiempo x concentracion (p < 0.001) y entre
fuente x concentracion (p < 0.001). No se registraron diferencias significativas en
los tratamientos N1-C1 (p > 0.97), N3-C3 (p > 0.9), N4-C4 (p > 0.9), pero si en N2-
C2 (p <0.01).

El peso seco presentd la misma tendencia que en la densidad celular,
incrementandose a mayor concentracion de nitrégeno con valores promedio
maximos de 0.416 + 0.04 mg/ml y 0.410 + 0.004 mg/ml en los tratamientos N4 y
C4, respectivamente. El resto de los tratamientos no rebasaron los 0.2 mg/ml

(Figuras 7 A, B).
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Figura 7. Variacion del peso seco de T. fluviatilis cultivada con 2 fuentes de
nitrégeno: A) NaNO3 y B) NH4Cl a cuatro concentraciones 111.25 (N1, C1), 222.5
(N2, C2), 445 (N3, C3) y 890 umol (N4, C4).
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7. 1.3.- Clorofila a (Chl_.a)

El contenido celular de clorofila a (Chl a) en T. fluviatilis presenta
variaciones significativas en funcion de la fuente, concentracion y tiempo de cultivo
(p < 0.001), también presento diferencia significativa entre las interacciones fuente
X concentracion, fuente x tiempo y concentracién tiempo (p < 0.05). El contenido
de clorofila a se incrementa al aumentar la concentracion de nitrégeno,
alcanzando valores diarios maximos en el tratamiento N1 y C1 de 2500.65 =+
523.47 ng/mg peso seco y 3475.97 + 417.95 ng/mg, respectivamente en el dia 12
de cultivo, no registrando diferencia significativa entre ellos (p > 0.95). Por otro
lado, N2 y C2 registraron valores maximos de 3920.08 + 292.20 ng/mg en el dia
12 y 5259.66 + 1431.51 ng/mg al dia 18, no hubo diferencia significativa (p > 0.95).
El tratamiento N3 alcanzé sus valores maximos al dia 6 con 4117.37 £ 679.53
ng/mg y C3 en el 18 con 5976.44 + 841.78 ng/mg, no registrando diferencias
significativas (p > 0.95). Mientras que los tratamientos N4 y C4 registraron sus
valores maximos con 7141.59 + 57.41 ng/mg para el dia 18 y de 7844.73 + 845.84
ng/mg para el dia 15 (Figuras 8, 9), registrando diferencias significativas (p <

0.001)
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Clorofila a (ng/mg)
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Dias de cultivo
»—N1 —A—N2 —85—N3 N4

Figura 8. Variacion de clorofila a en T. fluviatilis cultivada con NaNOj; a cuatro
concentraciones 111.25 (N1), 222.5 (N2), 445 (N3) y 890 umol (N4)

8.0E+03 -
6.0E+03 -
4.0E+03 -

2.0E+03 ~
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Figura 9. Variacion de clorofila a en T. fluviatilis cultivada con NH4Cl a cuatro
concentraciones 111.25 (C1), 222.5 (C2), 445 (C3) y 890 umol (C4)
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7.1.4.- Composicion quimica de T. fluviatilis

Proteinas, carbohidratos y lipidos

El contenido celular de proteinas durante las fases de crecimiento
logaritmica y estacionaria, disminuy6 a bajas concentraciones de nitrégeno. Con
NaNOs3, en la fase logaritmica se registraron valores promedios de 107.35 + 34.67
ug-PRO/mg de peso seco, 149.90 + 23.87 ng-PRO/mg, 223.77 + 68.33 ng-
PRO/mg y 260.90 + 82.21 ug-PRO/mg en los tratamientos N1, N2, N3 y N4
respectivamente (Figura 10). Por otro lado, el contenido celular de carbohidratos y
lipidos en la fase logaritmica se comporta en forma inversa al contenido de
proteinas, incrementandose cuando disminuye la concentracién de nitrégeno con
ambas fuentes. Los maximos valores registrados con la fuente de nitrato, fue en el
tratamiento N1, con valores promedio de 252.70 + 152.72 ng-CHO/mg y 308.04 +
103.57 ug-LIP/mg en N1 (Figura 10).

En la fase estacionaria los valores promedio del contenido celular de
proteinas fueron de 74.18 + 0.09 ng-PRO/mg, 112.61 £ 2.43 ng-PRO/mg, 177.06 +
10.84 ng-PRO/mgy 210.70 + 33.16 ug-PRO/mg en los tratamientos N1, N2, N3 y
N4 respectivamente (Figura 11), mientras que los maximos valores promedio del
contenido celular de carbohidratos y lipidos se registraron con el tratamiento N1,
con 288.52 + 134.37 ug-CHO/mg y de 368.57 + 95.97 ug-LIP/mg, para esta fuente
de nitrégeno se registrd un valor promedio maximo de lipidos en el tratamiento N3

con 376.48 + 29.00 pg-LIP/mg (Figura 11).
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B Proteinas O Carbohidratos M Lipidos
Figura 10. Valores promedios (para toda la fase logaritmica) de la composicion de

proteinas, carbohidratos y lipidos de T. fluviatilis crecida con NaNO3 a cuatro
concentraciones 111.25 (N1), 222.5 (N2), 445 (N3) y 890 umol (N4)
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ug/mg
2

100

N1 N2 N3 N4

B Proteinas O Carbohidratos B Lipidos

Figura 11. Valores promedios (para toda la fase estacionaria) de la composiciéon
de proteinas, carbohidratos y lipidos de T. fluviatilis crecida con NaNO3; a cuatro
concentraciones 111.25 (N1), 222.5 (N2), 445 (N3) y 890 umol (N4)
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El contenido celular de proteinas con la fuente de NH4CI fue ligeramente
mas elevado que con la fuente de nitrato, encontrando diferencias significativas (p
< 0.001) entre ambas fuentes. Los valores promedios del contenido celular de
proteinas registrados en la fase logaritmica fueron de 124.07 + 76.10 ug-PRO/mg,
156.89 + 27.17 ug-PRO/mg, 201.43 + 35.96 ug-PRO/mg 274.13 + 81.93 ng-
PRO/mg en C1, C2, C3 y C4 respectivamente, encontrando los maximos valores
en el tratamiento con mayor concentracién de nitrogeno. Por otro lado, también
para esta fase de crecimiento se registr6 en los tratamientos con menor
concentracion de nitrégeno un elevado contenido de carbohidratos en C2 y de
lipidos en C3 con valores promedios de 267.98 + 126.57 ug-CHO/mg y de 305.98

+ 94.65 ng-LIP/mg, respectivamente (Figura 12).

400 T
300 T

200 A

ug/mg

100 7

C1 C2 C3 C4

B Proteinas O Carbohidratos M Lipidos

Figura 12. Valores promedios (para toda la fase logaritmica) de la composicion de
proteinas, carbohidratos y lipidos de T. fluviatilis crecida con NH4Cl a cuatro
concentraciones 111.25 (C1), 222.5 (C2), 445 (C3) y 890 umol (C4)
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El contenido celular de proteinas registrado en la fase estacionaria fue de
115.66 + 14.88 nug-PRO/mg, 144.34 + 30.97 nug-PRO/mg, 190.73 + 17.07 ng-
PRO/mg y 213.48 + 13.05 ug-PRO/mg en C1, C2, C3 y C4 respectivamente, al
igual que en la fase logaritmica los tratamientos con mayor concentracion de
nitrogeno fueron los que registraron el mayor contenido de proteinas. Por otro lado
los valores promedios maximos del contenido celular de carbohidratos se
registraron en el tratamiento C2 con 302.99 + 111.13 ug-CHO/mg mientras que

para los lipidos se registraron en el C4 con 398.84 + 21.13 ug-LIP/mg (Figura 13).

400
300 1

200 A

ug/mg

100 T

C1 C2 C3 C4

B Proteinas O Carbohidratos B Lipidos

Figura 13. Valores promedios (para toda la fase estacionaria) de la composicion
de proteinas, carbohidratos y lipidos de T. fluviatilis crecida con NH4Cl a cuatro
concentraciones 111.25 (C1), 222.5 (C2), 445 (C3) y 890 umol (C4)
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Durante la cinética de crecimiento, los cultivos con ambas fuentes de
nitrogeno presentaron diferencias en su composicion quimica celular. Para la
fuente de NaNOs, el tratamiento N1 registré los mayores promedios de proteinas,
carbohidratos y lipidos en los dias 12, 15 y 9 respectivamente, con 102.3 + 20.3
ug-PRO/mg, 399.40 + 50.3 ug-CHO/mg y 494.50 + 10.5 ug-LIP/mg (Anexo 1,
Tabla 1).

Para el N2 registré los mayores promedios de proteinas al dia 3 con 158.9
+ 12.0 ug-PRO/mg; carbohidratos al dia 18 con 436.60 + 5.3 ug-CHO/mg y lipidos
al dia 9 con 460.40 + 51.1 ug-LIP/mg (Anexo 1, Tabla 2).

Para N3 los mayores promedios de proteinas, carbohidratos y lipidos se
registraron en los dias 3, 15 y 12 respectivamente, con 325.10 + 63.4 ung-PRO/mg,
334.10 £43.0 ung-CHO/mg y 360.90 + 9.29 ug-LIP/mg (Anexo 1, Tabla 3).

El tratamiento N4 registra el mayor contenido de proteinas en el dia 3 con
351.40 + 22.8 ng-PRO/mg, de carbohidratos al dia 9 con 253.70 =+ 10.0 ug-
CHO/mg y lipidos al dia 15 con 335.6 + 12.5 ug-LIP/mg (Anexo 1, Tabla 4).

El tratamiento C1 con la fuente de cloruro de amonio presenta valor su
maximo de proteinas en el dia 6 con 166.60 + 36.6 ng-PRO/mg, de carbohidratos
al dia 9 con 354.3 + 22.2 ug-CHO/mg y de lipidos al dia 12 con 501.9 + 17.2 ug-
LIP/mg (Anexo 1, Tabla 5).

El C2 registra las mayores producciones de proteinas, carbohidratos y
lipidos en los dias 6, 9 y 12 respectivamente, con 181.1 + 12.2 ug-PRO/mg, 385.6

+13.6 ng-CHO/mg y 457.8 + 21.6 ug-LIP/mg (Anexo 1, Tabla 6).
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Mientras que C3 registrd los valores de 251.9 + 39.8 ug-PRO/mg en el dia
6, 348.6 + 20.3 ng-CHO/mg al dia 9y 414.20 +£ 12.0 ug-LIP/mg al dia 15 (Anexo 1,
Tabla 7).

El tratamiento C4 presenta los valores maximos de proteinas en el dia 3
con 393.1 + 68.5 ug-PRO/mg, de carbohidratos al dia 9 con 348.6 + 20.3 ug-
CHO/mg y de lipidos al dia 15 con 414.2 + 12.0 pug-LIP/mg (Anexo 1, Tabla 8).

La fuente de nitrégeno, concentracion y tiempo afectaron el contenido
celular de proteinas (p < 0.005) y solo la interaccién fuente x tiempo no fue
significativa (p > 0.08). La diferencia significativa en los tratamientos N1-C1 (p <
0.005), mientras que en N2-C2 no se registro diferencia significativa (p > 0.1); N3-
C3 no registro diferencia (p > 0.8) y N4-C4 no registro diferencia significativa (p >
0.3).

Los resultados obtenidos nos muestran que la concentraciéon de
carbohidratos se ve afectada por la concentracion de nitrégeno (p<0.005) y por el
tiempo de cultivo (p<0.005) y no por la fuente de nitrégeno (p>0.05) y solo la
interaccion fuente x tiempo es significativa (p < 0.005).En el contenido celular de
carbohidratos no hubo diferencias significativas en los tratamientos N1-C1 (p >
0.46), N2-C2 (p > 0.24), N3-C3 (p > 0.9) y N4-C4 (p > 0.9).

Los resultados obtenidos nos muestran que la concentracion de lipidos se
ve afectada por la concentracion de nitrogeno (p < 0.005) y por el tiempo de cultivo
(p < 0.005) y no por la fuente de nitrégeno (p > 0.05) y solo la interaccion

concentracion tiempo es significativa (p < 0.005). En el contenido celular de lipidos
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no hubo diferencias significativas en los tratamientos N1-C1 (p > 0.90), N2-C2 (p >

0.24) y N4-C4 (p > 0.50), pero sien N3-C3 (p < 0.05).

Acidos grasos

Las diferentes clases lipidicas que conforman los lipidos totales no tuvieron
grandes diferencias en su contenido porcentual relativo entre los tratamientos. Con
NaNOs, los acidos grasos saturados constituyeron el 53.52 %, seguido de los
poliinsaturados con 44.78 % y en menor proporcion, los monoinsaturados con 1.69
%. Para cada concentracion de cada fuente de nitrégeno, los porcentajes variaron,
siendo mas elevados los acidos grasos saturados con el tratamiento N3 (56.03 %),
seguido de los monoinsaturados (1.5 %) y poliinsaturados (42.07 %). Con N4

fueron de 50.27 %, 3.42 % y 46.31%, respectivamente (Figura 14).
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% Acidos grasos totales

Figura 14. Porcentaje relativo de acidos grasos (saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados) de T. fluviatilis cultivada con NaNOs a cuatro concentraciones
111.25 (N1), 222.5 (N2), 445 (N3) y 890 umol (N4), (para toda la fase logaritmica).
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El cultivo con NH4CI presentd porcentajes relativos similares con la fuente
de NaNOs; (p > 0.005), constituidos por el 50.16 % de acidos grasos saturados,
48.60 % de poliinsaturados y en menor proporcion los monoinsaturados 1.22 %.
Aunque también presento diferencia entre las concentraciones con la fuente de
(NH4CI), los valores maximos de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados se registraron en C4 con 58.90 %, C3 1.44 % y C2 54.82 %

respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje relativo de acidos grasos (saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados) de T. fluviatilis cultivada con NH4Cl a cuatro concentraciones
111.25 (C1), 222.5 (C2), 445 (C3) y 890 umol (C4), (para toda la fase logaritmica).

La concentracién de los diferentes acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)
mostrd diferencias con las dos fuentes de nitrégeno. Para el tratamiento N1 con
NaNOs3, se obtuvieron valores promedios de los siguientes acidos grasos: C18:2=
1.20 + 0.53 pg/cel, C18:3= 3.03 + 1.13 pg/cel, C18:4= 3.11 + 1.05 pg/cel, C20:4=
0.014 + 0.04 pg/cel, C20:5= 16.67 + 4.35 pg/cel y C22:6= 7.22 + 1.45 pg/cel
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(Figura 16). Por otro lado, con NH4CI el tratamiento C1 registr6 los siguientes
valores promedios C18:2= 0.63 + 0.21 pg/cel, C18:3= 1.33 + 0.29 pg/cel, C18:4=
3.61 + 1.43 pg/cel, C20:4= 0.01 + 0.009 pg/cel, C20:5= 11.94 + 9.47 pg/cel y
C22:6= 4.82 + 2.06 pg/cel (Figura 17), obteniendo una mayor concentracion de
estos acidos grasos con la fuente de NaNOj3; que con la fuente de NH4CI, no
registrando diferencias significativas en los acidos grasos C18:4 (p > 0.90) y C20:4
(p > 0.05), para ambas fuentes de nitrégeno.

En el tratamiento N2, los acidos grasos poliinsaturados (C18:2, C18:3,
C18:4 y C20:4), considerados individualmente, tienden a alcanzar las
concentraciones maximas con NaNOs;, el C18:2 registré 1.59+0.46 pg/cel,
mientras que el C18:3 2.82+1.17 pg/cel. El C18:4 alcanz6 un maximo de
4.86+1.82 pg/cel y el C20:4 0.026+0.01 pg/cel. Por otro lado en el tratamiento C2,
los acidos grasos poliinsaturados (C20:5 y C22:6), considerados individualmente,
tienden a alcanzar las concentraciones maximas con NH4Cl, con valores
promedios del C20:5 de 16.91+4.73 pg/cel. El C22:6 registrd valores de 8.38+2.01
pg/cel (Figuras 16, 17). Entre los tratamientos N2-C2, hubo diferencias
significativas en los acidos grasos C18:2, C18:4, C20:4, C20:5y C22:6 (p <0.05) y
no se registré en el acido graso C18:3 (p > 0.90).

Para el tratamiento N3 con NaNOsj, se obtuvieron los maximos valores
promedios de los acidos grasos: C18:2= 1.32 + 0.31 pg/cel, C18:3= 2.58 + 1.91
pg/cel, C20:4= 0.059 + 0.041 pg/cel, C20:5= 14.12 + 3.09 pg/cel y C22:6= 6.45 +
2.76 pgl/cel (Figura 16). Con NH4CI el tratamiento C3 registr6 el valor maximo del

C18:3= 3.53 + 1.29 pg/cel (Figura 17). Los acidos grasos poliinsaturados,
49

Calidad de Thalassiosira fluviatils (Bacillariophyceae) cultivada con dos fuentes de nitrégeno y su efecto en el desarrollo de
larvas zoea de Litopenaeus vannamei




Resultados de Thalassiosira fluviatilis

considerados individualmente, tienden a alcanzar las concentraciones maximas
con la fuente de NaNOs;. Entre los tratamientos N3-C3 hubo diferencias
significativas en los acidos grasos C18:4 (p < 0.05) y C20:5 (p < 0.05).

En el tratamiento N4, los acidos grasos poliinsaturados (C18:2, C18:4,
C20:4, C20:5 y C22:6), considerados individualmente, tienden a alcanzar las
concentraciones maximas con la fuente de NaNOj;, para el C18:2 alcanzé
2.961£0.83 pg/cel, mientras que el C18:4 reqistro 5.95+4.67 pg/cel. EI C20:4
alcanzé un maximo de 0.043+0.02 pg/cel, el C20:5 7.29+1.14 pg/cel y el C22:6
alcanzé los 9.24+3.69 pg/cel. Por otro lado en el tratamiento C4, el acido graso
poliinsaturado C18:3, considerados individualmente, tienden a alcanzar las
concentraciones maximas con la fuente NH4Cl, registrando 4.08+2.69 pg/cel
(Figuras 16, 17). Entre los tratamientos N4-C4, hubo diferencias significativas en

los acidos grasos C18:2, C18:4, C20:4, C20:5 y C22:6 ( p <0.05) y no se registro

en el acido graso C18:3 (p > 0.90).
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Figura 16. Variacion de la composicion de PUFAs de T. fluviatilis cultivada con
NaNO; a cuatro concentraciones 111.25 (N1), 222.5 (N2), 445 (N3) y 890 umol
(N4).
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Figura 17. Variacion de la composicion de PUFAs de T. fluviatilis cultivada con
NH4Cl a cuatro concentraciones 111.25 (C1), 222.5 (C2), 445 (C3) y 890 umol
(C4).
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7.2 Cultivo larvario de L. vannamei

7.2.1 Alimento

La microalga utilizada en los bioensayos de alimentacion con larvas de
camaron blanco, fue la que presentd6 mayor cantidad de acidos grasos
poliinsaturados, de esta manera los tratamientos fueron los siguientes: tratamiento
T1 corresponde a la microalga T. fluviatilis cultivada con 445 umol de NaNO3 (N3),
el T2 con 222.25 umol de NH4CI (C2), el testigo T3 se cultivdo con el medio f/2

(Guillard, 1975) y tratamiento T4 corresponde a larvas sin alimento.

7.2.2 Parametros fisico-quimicos de los cultivos larvarios
Durante el desarrollo de los cultivos larvarios la temperatura fue de 28.2 +
0.36 °C, la salinidad se mantuvo en un rango de 35-35.4 ups, el oxigeno entre 5.0

-5.8ppmyelpHde7.9a8.2(Anexo 1, Tabla 9).

7.2.3 Porcentaje de metamorfosis

El porcentaje de metamorfosis presentado en los ensayos muestra que
para el tratamiento T1 en el segundo dia de cultivo, el 15 % de las larvas se
encontraban en nauplio V y el 85 % habian mudado a PZI. Para el tercer dia, el
95 % llego a PZl y el 5 % se encontraba en PZII. En el cuarto dia se registro el 82
% en PZIl y el 18 % en PZIIl; mientras que en el quinto dia el 5 % se encontraba
en PZIl y el 95 % de las larvas habian mudado a PZIII (Figura 18 A).

En el tratamiento T2 se registré para el segundo dia de cultivo un 28 % de
larvas en nauplio V y un 72 % en PZI; mientras que para el tercer dia el 12 % se

52

Calidad de Thalassiosira fluviatilis (Bacillariophyceae) cultivada con dos fuentes de nitrégeno y su efecto en el desarrollo de
larvas zoea de Litopenaeus vannamei




Resultados cultivo larvario de Litopenaeus vannamei

encontraba en nauplio V, el 83 % en PZl y el 5 % en PZII; en el quinto dia el 2 %
de las larvas estaba en PZI, el 58 % en PZIl y el 40 % en PZIll; en el sexto dia el
12 % se encontraba en PZIl y el 88 % en PZIII (Figura 18 B).

En T3 para el segundo dia de cultivo se registraron 19 % y 81 % en nauplio
V' y PZI respectivamente; en el tercer dia el 92 % de las larvas se encontraban en
PZl y el 8 % en PZII; para el cuarto dia se registraron 2%, 90 % y 8 % para PZI,
PZIl'y PZIll respectivamente; mientras que para el quinto dia el 7 % estaba en PZII
y el 93 % en PZIll (Figura 18 C).

En el tratamiento T4 las larvas en inanicidn, murieron sin llegar a alcanzar

la PZII.
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Figura 18. Porcentaje de metamorfosis en larvas de L. vannamei alimentadas con:
A) T. fluviatilis cultivada con 445 umol de NaNOg (T1), B) T. fluviatilis cultivada con
222.5 umol de NH4CI (T2), C) T. fluviatilis cultivada con medio /2 control (T3) y D)
Sin alimento (T4).
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El aumento en longitud de las larvas fue similar con los tratamientos T1 y
T3 iniciando con una talla promedio de 0.73 mm para PZl, mientras que el
tratamiento T4 inici6 con una longitud promedio de 0.74 mm para el mismo
estadio. La longitud promedio total de las larvas al finalizar el estadio de PZIIl fue
similar entre los tratamientos T1 y T3 con 1.786 + 0.04 y 1.70 £ 0.14 mm
respectivamente, no hubo diferencia significativa (p > 0.05), mientras que T2
presentd una longitud promedio de 1.49 + 0.06 mm, registrando diferencia
significativa con los tratamientos T1 y T3 (p < 0.05). Las larvas presentaron una

tasa promedio de crecimiento diario de 0.2 mmdia™

7.2.4 Supervivencia

La tasa de supervivencia se mantuvo al 100 % cuando alcanzaron el
estadio de PZI, sin embargo en los estadios siguientes disminuyd, siendo los
tratamientos T1 y T3 donde mayor supervivencia alcanzé al finalizar el ensayo
(Figura 19). Las diferencias entre los tratamientos se presentd de la manera
siguiente: para el T1 (445 umol NaNO3) fue de 81.34% para la PZI, para la PZII
fue de 73.73% y de 53.09% para PZIIl, para el tratamiento T2 (222.5 umol NH4Cl)
el porcentaje de supervivencia fue de 78.34% para PZI, del 47.35% para la PZIl y
del 22.48% para la PZIIl. Por otro lado en el T3 en el cual se utilizé6 el medio de
cultivo /2 (Guillard, 1975), se obtuvieron supervivencias de 77.63 % para PZI,
59.72 % para PZIl y 48.05 % para PZIIl. El tratamiento T4 identificado como el

testigo (sin alimento) este presentd una supervivencia para PZl de 12.38%, y en la
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fase PZIl'y PZIll de 0%. La supervivencia obtenida al final del experimento fue de

53.09% T1, 22.48% T2, 48.05% T3y 0% T4.
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Figura 19. Supervivencia de larvas de L. vannamei alimentadas con T. fluviatilis, al
finalizar el experimento. T1) microalga cultivada a 445 umol de NaNO;, T2)
microalga cultivada a 222.5 umol de NH4CI, T3) medio f/2 y T4) larvas testigo sin
alimento.

La supervivencia se vio afectada por el estadio y el tiempo de cultivo (p <
0.005) y no se registro interaccion significativa entre el tratamiento x estadio,
tratamiento x tiempo y estadio x tiempo (p > 0.05). Al final del ensayo (PZIll) no
hubo diferencias significativas en la supervivencia entre los tratamientos T1-T3 (p
> 0.95), mientras que T2 presentd diferencias significativas con ambos T1y T3 (p

< 0.05, p < 0.05 respectivamente).

7.2.5 Composicidon quimica de las larvas de Litopenaeus vannamei
El tratamiento utilizado y el estadio afectaron la concentracién de proteinas

en las larvas (p < 0.05), mientras que el tiempo no fue significativa (p > 0.05), y se
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observd que las interacciones entre ellas no fueron significativas (p > 0.05). La
mejor ganancia en peso relativo de proteinas de las larvas al finalizar el
experimento se registré con el tratamiento T3, este no presentd diferencia
significativa con T1 (p > 0.05), pero si con T2 (p < 0.05).

Durante los seis dias en que se llevaron a cabo los ensayos (PZI-PZIlI) el
contenido promedio de proteinas en larvas para el tratamiento T1 se incrementé
de 6.93 + 0.896 pglarva™ en (PZI) a 13.95 + 0.855 nuglarva™ en (PZIl) lo cual
equivale a 7.03 pglarva’ de ganancia en peso relativo a proteinas. T2 también
mostré un incremento en la concentracion de proteinas iniciando con 6.36 + 1.18
uglarva™ en (PZl) a 12.80 + 1.32 uglarva™ en (PZIll) lo que equivale a una
ganancia en peso relativo de proteina de 6.44 uglarva™. T3 también registré una
acumulacion en proteinas iniciando con 7.87 + 0.803 pglarva™ en (PZI) a 18.93 +
1.39 pglarva’ en (PZIll) esto equivale a una ganancia en peso relativo de
proteinas de 11.06 uglarva™ (Figuras 20 A, B, C).

La acumulacion de carbohidratos en las larvas varia con el tratamiento (p <
0.05), estadio larval (p < 0.05) y el tiempo (p < 0.05), se observd que las
interacciones entre ellas no fueron significativas (p > 0.05). La mejor acumulacion
de carbohidratos se registr6 en el tratamiento T1, pero no hubo diferencias
significativas con T2 (p > 0.05), por otro lado los tratamientos T1 y T2 presentaron
diferencias significativas con T3 (p < 0.05).

El contenido de carbohidratos en T1 presentd un incremento de 6.21 + 0.71

nglarva™ en PZl a 10.29 + 0.98 pglarva™ en PZIll lo cual equivale a una ganancia
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en peso relativo de carbohidratos de 4.08 pglarva”. Para T2 el contenido de
carbohidratos en PZI inicié con 5.70 + 0.92 pglarva” registrando 9.44 + 0.92
uglarva™ al final de PZIIl lo que equivale a una ganancia en peso relativo de
carbohidratos de 3.74 pglarva™. T3 siguié el mismo patrén presentando una
acumulacion de carbohidratos, iniciando en PZI con 4.67 + 1.87 uglarva® y
registrando en PZIll 10.21 + 0.951 pglarva™ lo cual equivale a un incremento en
peso relativo de carbohidratos de 5.54 pglarva™ (Figuras 20 A, B, C).

La acumulacioén de lipidos en las larvas varia con el tratamiento (p < 0.05),
estadio larval (p < 0.05) y el tiempo (p < 0.05), se observo que la interaccion entre
tratamiento x estadio fue significativa (p< 0.05) y no fue significativo entre
tratamiento x tiempo y estadio x tiempo (p > 0.05). La mejor acumulacién de
lipidos se registré en el tratamiento T1, pero no hubo diferencias significativas con
T2 (p > 0.05), por otro lado los tratamientos T1 y T2 presentaron diferencias
significativas con T3 (p < 0.05).

El contenido de lipidos mantuvo una tendencia al incremento en los tres
tratamientos (T1, T2, T3), presentando en PZ| del tratamiento T1 una
concentracion de 7.13 + 0.928 pglarva™ y en PZIIl registrd valores de 12.92 + 1.22
nglarva™ obteniendo un incremento en peso relativo de lipidos de 5.79 pglarva™.
El tratamiento T2 registré 6.54 + 0.91 pglarva™ en PZI y 11.85 + 0.802 pglarva™
en PZIll lo cual equivale a un incremento en peso relativo de lipidos de 5.31

nglarva™. T3 registro valores de 6.19 + 1.19 pglarva™ en PZl y de 9.95 + 1.34
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ug'larva'1 en PZIIl obteniendo una acumulacion relativa de 3.76 ug'larva'1 (Figuras

20 A, B, C).
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Figura 20. Composicion quimica (proteinas, carbohidratos y lipidos) de larvas de
camardn blanco L. vannamei alimentadas con T. fluviatilis. A) T1 microalga
cultivada a 445 pmol de NaNOs, B) T2 cultivada a 222.5 umol de NH4CI, C) T3
cultivada con medio f/2.
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7.2.6 Composicidon de acidos grasos de larvas de L. vannamei

El mayor porcentaje relativo del C16:0 se registr6 en PZI de los tres
tratamientos (T1, T2, T3) con 25.82 %, 23.86 % y 27.35 % respectivamente,
mientras que el menor porcentaje se registré en PZII del tratamiento T1 con 9.79
%. ElI C16:1 presenta los porcentajes maximos en PZIl y PZIll del tratamiento T1
con 27.39 % y 25.22 %, mientras que el menor porcentaje se registro en PZIIl del
T3 con 4.32 %. El C18:2 presenta sus maximos porcentajes en PZIl y PZIll del
tratamiento T1 con 36.05 % y 31.54 % respectivamente.

El porcentaje relativo mas alto de C20:4 se registré en la PZIl del
tratamiento T2 con 2.87 %, mientras que el valor minimo se registré en la PZIl de
T1. Los maximos porcentajes del C20:5 se registro en la PZIll de T3 con 25.21 %
y en la PZI de T2 con 15.25 % y los mas bajos en la PZIl de T1 con 5.07 % (Tabla

4, Anexo 1)

Acidos grasos saturados, monoinsaturados y polinsaturados

En la Figura 21 (A, B, C) se presentan los acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, en donde se observa que los acidos grasos
saturados en el tratamiento T1 registraron valores de 85.03, 73.88 y 117.96
nglarva’ para la PZI, PZIl y PZIIl respectivamente, sus maximos valores de
monoinsaturados y poliinsaturados se determinaron en la PZIll con 133.94 y
173.60 nglarva™. En el T2 registraron 43.88, 39.87 y 71.81 nglarva™ en la PZlI,
PZIl y PZIll respectivamente, los monoinsaturados registraron sus valores
maximos en la PZIll con 22.72 nglarva™ y los poliinsaturados en la PZIIl con 34.59
nglarva”. Para el tratamiento T3 la mayor concentraciéon de los saturados se
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registra en PZI con 50.62 nglarva™ seguido de la PZIl con 48.45 y PZIll con 35.38
nglarva®, por otro lado los maximos valores de los &cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados se registran en PZIl con 31.52 y PZIIl con

52.18 nglarva™ respectivamente.
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Figura 21. Contenido de acidos grasos saturados (sat); monoinsaturados (mono) y
poliinsaturados (poliin)) en larvas de L. vannamei alimentadas con T. fluviatilis
cultivada con 445 pmol de NaNOs (A); con 222.25 umol de NH4CI (B) y en el
medio f/2 (C).
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La cantidad de acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico
(DHA) se registraron valores para el tratamiento T1 de 15.18, 16.81 y 30.47
nglarva’ de EPA, y 12.49, 7.95 y 5.63 nglarva’ de DHA en los subestadios PZI,
PZIl y PZIIl respectivamente. T2 presento valores de EPA de 14.89, 11.21y 12.82
nglarva”y 16.44, 13.53 y 12.22 nglarva™ de DHA en los subestadios de PZI, PZII
y PZIIl, respectivamente. T3 registré valores de EPA de 12.04, 24.16 y 26.05
nglarva™y 20.51, 19.72 y 21.75 nglarva™ de DHA en los subestadios de PZI, PZII
y PZIIl, respectivamente (Figura 22 A,B,C). Para el EPA se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos T1-T2 (p < 0.05), T1-T3 (p < 0.05) y T2-T3

(p<0.05), también en el DHA hubo diferencias significativas entre T1-T2 (p < 0.05)

y T2-T3 (p < 0.05) y no presento diferencia significativa en T1-T3 (p > 0.05).
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Figura 22 Contenido de EPA y DHA en larvas de L. vannamei alimentadas con
microalgas cultivadas con 445 umol de NaNOs; (A); 222.25 umol de NH4CI (B) y el
medio f/2 (C).
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Acidos grasos poliinsaturados.

Para el tratamiento T1 el mayor contenido del acido graso C18:2 se registro
en el subestadio de PZIIl con 134.23 + 5.83 nglarva™, mientras que para PZI y
PZIl fueron de 12.22 + 0.67 y 119.51 + 1.97 nglarva™ respectivamente (Figura 23
A). Hubo diferencias significativas entre los subestadios PZI con PZIl y PZIIl (p <
0.012 y p < 0.001) del tratamiento T1. El mayor valor del EPA para T1 fue en el
subestadio PZIIl con 30.47 + 0.16 nglarva™, mientras que para PZI y PZIl fueron
de 1518 + 0.10 y 16.81 + 0.98 nglarva’ respectivamente, no se registré
diferencias significativas entre PZI y PZIl (p > 0.05) sin embargo si hubo
diferencias significativas con PZIll (p < 0.05). EI DHA presenta los maximos
valores en PZI con 12.49 + 0.19 nglarva™, mientras que para PZIl y PZIll fueron
de 7.95 + 0.08 y 5.63 + 0.50 nglarva™ respectivamente, PZ| presenté diferencias
significativas con PZIl y PZIll (p < 0.05 y p < 0.05, respectivamente).

Para el tratamiento T2 el mayor contenido de C18:2 se registré en el
subestadio de PZIIl con 2.79 + 0.08 nglarva™, mientras que para PZI y PZI| fueron
de 0.77 + 0.13 y 1.14 + 0.008 ng‘Iarva‘1 respectivamente (Figura 23 B): No se
registré diferencias significativas entre los subestadios PZI, PZIl y PZIIl del
tratamiento T2 (p > 0.05). El contenido mayor del EPA para T2 se registro en el
subestadio PZI con 14.89 + 3.00 nglarva™, mientras que para PZIl y PZIIl fueron
de 1121 + 1.08 y 12.82 + 0.37 nglarva’ respectivamente, no se registré
diferencias significativas entre PZI, PZIl y PZIll (p > 0.05). EI DHA presenta los

maximos valores en PZ| con 16.44 + 3.63 nglarva™, mientras que para PZIl y PZIII
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fueron de 13.53 + 1.76 y 12.22 + 0.59 nglarva™ respectivamente, PZI presentd
diferencias significativas con PZIl y PZIll (p < 0.05 y p < 0.05, respectivamente).

El tratamiento T3 presenté sus maximos valores del C18:2 en el subestadio
PZIIl con 1.49 + 0.009 nglarva™, mientras que para PZI y PZIl fueron de 1.61 +
0.04 y 1.26 + 0.04 nglarva™ respectivamente (Figura 23 C), no hubo diferencias
significativas entre los subestadios PZI, PZIl y PZIIl del tratamiento T3 (p > 0.05).
El contenido mayor del EPA para T3 se registro en el subestadio PZIIl con 26.05 +
1.38 nglarva™, mientras que para PZI y PZIl fue de 12.04 + 0.49 y 24.16 + 1.66
ng'Iarva'1 respectivamente, no se registré diferencias significativas entre PZIl y
PZIIl (p > 0.05). EI DHA present6 los maximos valores en PZIll con 21.75 + 0.68
nglarva™”, mientras que para PZl y PZIl fueron de 20.51 + 0.03 y 19.72 + 1.13
nglarva™ respectivamente, no se presentd diferencias significativas entre los

subestadios PZI, PZIl y PZIII del tratamiento T3 (p > 0.05).
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Figura 23.
con T. fluviatilis. La microalga fue cultivada con 445 pmol de NaNOs (A), con
222.25 umol de NH4CI (B) y con el medio /2 (C).
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7.1 Microalgas

En la acuicultura, las especies de microalgas mas utilizadas han sido las
diatomeas: Skeletonema costatum, Phaeodactylum sp., Chaetoceros gracilis,
Chaetoceros calcitrans (Arce, 1989; Le Borge, 1990), Thalassiosira sp. y
Thalassiosira fluviatilis (Emmerson, 1980; Lagos et al., 2000; Malcolm, 2002).

La microalga T. fluviatilis, se caracteriza por su alto contenido de lipidos
(Paine y Vadas, 1969; Lagos et al., 2000; Lépez, 2002) y de proteinas (Parsons et
al., 1961; Emmerson, 1980; Malcolm et al., 1996; Lagos et al., 2000)

La manipulacion o manejo de algunas especies de microalgas durante su
cultivo ha sido una de las estrategias para incrementar el contenido quimico de
proteinas (Herrero et al., 1994; Leonardos y Lucas, 2000), carbohidratos (Sanchez
et al., 2002; Lopez, 2002), lipidos totales (Herrero et al., 1991, 1994) y acidos
grasos (Otero et al., 1995; Malcolm et al., 1996), aumentando su calidad como
alimento vivo.

La modificacion del medio de cultivo ha sido un método ampliamente
utilizado para incrementar la produccion de biomasa o variar su composicion. Los
cultivos microalgales limitados por nutrientes son de gran interés en estudios
fisiologicos y ecoldgicos, pero desde el punto de vista del cultivo la productividad

microalgal decrece (Fidalgo, 1995).

8.1.1 Densidad celular, crecimiento y asimilacion de nitrégeno
En el presente trabajo, las diferencias encontradas en la densidad celular

de los cultivos de T. fluviatilis, se pueden explicar como un reflejo del aporte de la
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concentracion de nitrogeno, ya que entre las dos fuentes de nitrégeno utilizadas
(NaNOs, NH4CIl) no se registraron diferencias significativas, excepto para los
tratamientos con 445 umol de nitrégeno de ambas fuentes. Como era de
esperarse, en los tratamientos con menor concentracién de nitrogeno se registro
un descenso de la densidad celular, este comportamiento se debe a la
disponibilidad del nitrogeno en el medio. Se ha documentado que al adicionar
suficiente cantidad de nitrdgeno al medio causa un incremento en la sintesis de
amino acidos y en consecuencia en las proteinas. Aumentando los requerimientos
de los ceto-acidos, acelerando la demanda de los intermediarios de los acidos
tricarboxilicos, para mantener esta demanda, es necesario incrementar también el
ciclo de los acidos tricarboxilicos, resultando en altas tasas de consumo de CO;
durante la fotosintesis (Turpin et al., 1988). En cambio cuando hay deficiencia de
nitrdgeno se promueve la sintesis de lipidos en las células (Suen et al., 1987), se
incrementa la de carbohidratos (Harrison et al., 1990) y declina la cantidad de
pigmentos fotosintéticos nitrogenados como clorofila a y ficobilinas (Carreto y
Cattoggio, 1976; Turpin, 1991).

Los resultados obtenidos en este trabajo, también demostraron que cuando
la diatomea T. fluviatilis fue cultivada con 4 concentracion de compuestos
nitrogenados (890, 445, 222.5 y 111.25 umol), provocé variacion en la densidad
celular, en el peso seco, la composicidbn quimica (proteinas, carbohidratos y
lipidos), asi como en su contenido de clorofila a. Las dos fuentes de nitrégeno

utilizadas en el ensayo (NaNOs; y NH4CI) no provocaron diferencias significativas
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en las variables antes mencionadas, lo que se deduce que T. fluviatils utiliza
ambas fuentes para su crecimiento sin presentar inhibicion.

La densidad celular y el contenido de proteinas de T. fluviatilis presenté las
mayores concentraciones con NH4Cl, (tratamiento C4 a 890 umol), y las menores
concentraciones con NaNOj; (tratamiento N1 a 111.25 umol), por tal motivo se
deduce que la fuente y concentracidon de nitrégeno tiene un efecto directo sobre la
densidad celular y en el contenido de proteinas, incrementandose en las células
cuando se aumentaba la concentracion de nitrogeno en el medio de cultivo; el
mismo patrén se presentd para ambas fuentes.

La utilizacion de distintas fuentes de nitrégeno por parte de las microalgas
varia segun la especie y se ve reflejado en la concentracion celular (Fidalgo et al.,
1990). Cuando el nitrégeno se incorpora en forma oxidada (NOs’) produce una
disminucion en la fijacion de CO; en la célula (Romero y Lara, 1987; Turpin et al.,
1988). EI NH," puede ser utilizado como fuente de nitrégeno solo que algunas
especies de microalgas son sensibles a altas concentraciones (Fidalgo, 1995).

En este trabajo cuando T. fluviatilis se cultivdo con NH4Cl se obtuvo su
mayor densidad celular y concentracién de proteinas en el dia 15 de cultivo, en el
tratamiento con 890 umol, para el tratamiento con 890 umol NaNO3 se observo
una disminucién en ambos parametros. De lo anterior se sugiere que la microalga
incorpora con mayor facilidad el NH;s" a su ciclo metabdlico y que este no fue
toxico en las concentraciones utilizadas, lo cual le permitié a la microalga

incorporarlo para la sintesis de proteinas. Herrero et al. (1994) experimentando

69

Calidad de Thalassiosira fluviatils (Bacillariophyceae) cultivada con dos fuentes de nitrégeno y su efecto en el desarrollo de
larvas zoea de Litopenaeus vannamei




Discusion

con Dunaliella tertiolecta (Butcher) con diferentes fuentes de nitrégeno y a cuatro
concentraciones, obtuvieron que la densidad celular aumentaba conforme se
incrementaba la concentracion de nitrégeno en el cultivo. También observaron un
efecto inhibitorio de la NH,CONH, sobre el crecimiento celular cuando la
concentracion maxima de NH,CONH; fue de 1 mM.

Por otro lado, los resultados de la concentracion de proteinas registrados
cuando se utilizé el NaNO3 fueron menores, probablemente por que la microalga
invirti6 mayor gasto energético en la reduccion del NO3™ para poder incorporarlo en
moléculas organicas. La preferencia de la microalga en la asimilacion del NH4"
sobre el NOj', es debida principalmente a que la incorporacion de la molécula
NH;" a la célula requiere de un gasto energético menor ya que el NH;" es un
compuesto reducido que se incorpora directamente a las moléculas organicas,
como los aminoacidos (Bertl et al., 1984; Chitra et al., 2002), esta reduccion
basicamente es catalizada por dos enzimas la nitrato reductasa (NR) y la nitrito
reductasa (NiR) (Berges, 1997).

El peso seco celular varia en funcién de la concentracion de nitrégeno y de
la fase de crecimiento. En el caso de T. fluviatilis no se registré efecto en el peso
seco por la fuente de nitrogeno utilizada, pero si lo hay a diferentes
concentraciones. Al igual que con la densidad celular, el peso seco registré los
maximos valores en los tratamientos con mayor concentracion de nitrégeno en el
medio de cultivo (890 umol) en ambas fuentes. Para la mayoria de las especies el
peso seco celular aumenta con el tiempo de cultivo, con indiferencia de la fuente

de nitrogeno utilizada, principalmente a lo largo de la fase estacionaria.
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Excepciones son los cultivos de C. calcitrans con fuente de NH;" y de P.
tricornutum con NO3;, NO,” y NH,CONH,, en las cuales el peso seco celular es
menor en la fase estacionaria que durante la logaritmica (Fidalgo, 1995). Utting
(1985) no encontré variaciones del peso seco de T. suecica e I. galbana cuando
fueron cultivadas en condiciones deficientes de nutrientes, mientras que la
diatomea Chaetoceros sp. mostrd un incremento en el peso seco.

En este trabajo se demostré que la concentracion de la fuente de nitrégeno
en T. fluviatilis si influyé en el peso seco y que probablemente esta variable

depende de la especie que se este cultivando.

8.1.2 Contenido de Clorofila a (chl a)

La chl a es utilizada para evaluar la biomasa fitoplanctonica (Carreto y
Cattogio, 1976; Wilhelm y Manns, 1991) y como un método para estimar la
productividad primaria en ecosistemas acuaticos (Cahoon y Safi, 2002). Bajo
condiciones experimentales, en la acuicultura también es utilizada para medir la
productividad.

En este trabajo el contenido de chl a en T. fluviatilis registré para ambas
fuentes de nitrégeno valores maximos de 7844 ng/mg de peso seco en los
tratamientos con mayor concentracién de nitrogeno 890 pmol, disminuyendo
conforme decrecia la concentracion de nitrogeno en el medio de cultivo;
observandose una relacién en la concentracion celular y el contenido de chl a.
También se registré en los cultivos de T. fluviatilis que el contenido de chl a por

célula disminuye en la fase estacionaria, de lo anterior se puede deber a la
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deficiencia de nitrogeno del medio de cultivo, tal y como lo demostraron los
estudios de Turpin (1991).

Herrero et al. (1994) encontraron que la relacién clorofila a-célula se
incrementaba conforme aumentaba la concentracién de nitrégeno en el medio de
cultivo. Por otro lado, Carreto y Cattoggio (1976) experimentando con la diatomea
Phaeodactylum tricornutum encontraron que durante el crecimiento de los cultivos
la cantidad de chl a por célula disminuyé como resultado de la limitaciéon de
nutrientes en el medio principalmente nitrégeno. Sin embargo Wilhelm y Manns
(1991) encontraron que la cantidad de chl a por célula de Amphidinium se

incrementaba en la fase logaritmica y disminuia en la fase estacionaria.

8.1.3 Composicién quimica de T. fluviatilis durante la fase logaritmica y
estacionaria

Durante las fases de crecimiento también se presentan cambios en la
composicion quimica de las microalgas. Durante la fase estacionaria, cuando el
nitrogeno se vuelve limitante, la célula desvia su metabolismo a la produccion de
carbohidratos y lipidos, duplicando su contenido (Harrison et al., 1990; Brown et
al., 1993). En este estudio T. fluviatilis presentd diferencias en su composicion
quimica, en la fase logaritmica y estacionaria, y no se vio afectada por la fuente de
nitrogeno, pero si con la concentracion. Asi tenemos que el contenido celular de
proteinas se incremento, alcanzando en la mayoria de los tratamientos los valores
maximos al final de la fase logaritmica. Con NH4Cl, en la fase logaritmica se

registro la mayor cantidad de proteinas en el tratamiento con 890 umol (C4),
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indicando que la microalga incorporé las moléculas de NH,* para la produccion de
proteinas. En la fase logaritmica la concentracion de proteinas fue mayor que en
la estacionaria en ambas fuentes de nitrégeno registrando una relacion de 0.5
veces mas proteinas en la logaritmica, en relacion a la estacionaria.

Fidalgo (1995) encontr6 que el contenido de proteina de T. suecica
cultivada con NH,CONH, alcanzé valores maximos al comienzo de la fase
estacionaria (18-34 %), decreciendo posteriormente al 14-26 %.

En los tratamientos con 111.25, 222.5 y 450 umol de NaNOj;, NH4CI se
registraron menores concentraciones de proteina celular, esto se relacioné
generalmente en nuestros cultivos con un aumento relativo de los productos de
reserva, como carbohidratos y lipidos.

El contenido celular de carbohidratos de T. fluviatilis no registré diferencias
significativas con la fuente de nitrégeno, pero si con la concentracién y fase de
crecimiento, lo cual sugiere que el efecto de la fuente de nitrégeno sobre la
acumulacion de carbohidratos es dependiente de la especie, registrandose un
efecto sobre la acumulacion celular de carbohidratos. Hubo una mayor
acumulaciéon de carbohidratos durante la fase estacionaria para ambas fuentes, y
para los cultivos donde se utilizaron menores concentraciones de nitrégeno
(111.25, 222.5 y 450) umol de NaNOs; y NH4CI (Figuras 10, 11). Lo que sugiere
que la acumulacion de carbohidratos en la fase estacionaria se debe a la
disminucion de nitrégeno en el medio de cultivo y por lo tanto a la generacion de
moléculas de reserva como los carbohidratos para participar en el mantenimiento

de la célula.
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Sukenik y Wahnon (1991) observaron acumulacion de carbohidratos vy
lipidos en [I. galbana en la fase logaritmica, mientras que Nelson et al., (1992)
observaron solo acumulacion de carbohidratos para Isochrysis sp. (T-ISO) en la
fase estacionaria.

El contenido celular de lipidos sigue el mismo patrédn que para
carbohidratos, observandose una acumulacion en la fase estacionaria donde las
concentraciones de nitrégeno eran de 111.25, 222.5 y 445 ymol de NaNOs. Esta
respuesta de T. fluviatilis a la acumulacién de lipidos durante |la fase estacionaria
esta en funcion del almacenamiento de material energético de reserva. La fase
estacionaria presentd mayor acumulacion de lipidos que la fase logaritmica con
NaNO3, 0.6 veces mas.

Estudios realizados en otra especie de microalga como es el caso de los
dinoflagelados, Mansour et al., (2003) utilizando un cultivo batch de Gymnodinium
sp. estudid los efectos de la fase de crecimiento sobre la composicién de lipidos,
reportando también, que la fase de crecimiento es un factor importante, el cual
tiene influencia sobre el contenido de lipidos y la composicion de clases lipidicas,
registrando que en la fase estacionaria puede almacenar hasta 2.5 veces mas
lipidos que en la fase logaritmica. Herrero et al. (1994) cultivando con urea como
fuente de nitrogeno y cuatro concentraciones, encontraron que la relacién en el
contenido de lipidos entre la fase de crecimiento logaritmica y estacionaria de
Dunaliella tertiolecta fue de 0.5 veces mayor el contenido de lipidos en la fase

estacionaria que en la logaritmica, mientras que el contenido de proteinas
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registrado en la fase logaritmica fue 2 veces mayor que el reportado para la fase

estacionara.

Lipidos

Los lipidos y la composicion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) de
las microalgas son considerados importantes en la alimentacién de animales
filtradores (Fleming et al., 2002; Gonzalez y Pérez, 2002; Pernet et al., 2003), ya
que ademas de ser fuente de energia metabdlica, son componentes esenciales de
las membranas celulares, las cuales sirven como transporte de vitaminas solubles
en grasas y son la fuente de acidos grasos esenciales (EFA, por sus siglas en
ingles). Estos compuestos son necesarios para mantener la integridad de la
membrana celular, para el transporte de lipidos y precursores de algunas
hormonas como prostaglandinas (Tamaru et al., 2000). Los PUFAs de cadena
larga son los principales requerimientos nutritivos para obtener un buen
crecimiento y supervivencia de organismos como el camaron (Gonzalez y Pérez,
2002), moluscos (Fleming et al., 2002; Farias y Uriarte, 2002) y peces (Aran,
1997); siendo los mas importantes los de la familia ®-3 y dentro de éstos destacan
el EPA (C20:5 ©-3) y el DHA (C22:6 ®»-3) (Ghioni, et al., 1999).

El contenido de acidos grasos en este trabajo varié con respecto a la
concentracion de nitrégeno y a la fase de crecimiento. Los acidos grasos mas
afectados por el cambio de concentracién de nitrégeno, para la fuente de NaNO3
fueron C16:0, C18:0, C18:4, C20:5 y C22:6, de los cuales solo el C16:0 y el C22:6

incrementaron su concentracion en los tratamientos con menor concentracion de
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nitrogeno en el medio de cultivo (111.25 umol). Por otro lado los acidos grasos
C18:0, C18:4 y C20:5 disminuyeron su concentracion en T. fluviatilis. En este
trabajo los acidos grasos monoinsaturados de T. fluviatilis fueron los que se
encontraron en mayor concentracion, seguidos de los poliinsaturados y los
saturados. Valores altos del acido oleico (C18:1) pudo ser importante y necesario
para incrementar la sintesis de los PUFAs de T. fluviatilis. Se ha documentado que
este acido graso es un importante precursor del C18:2 -6 el cual puede dar
origen al C20:5 »-3 (Arao y Yamada, 1994).

También se observo que el contenido de PUFAs varié en relacién a la
concentracion de nitrégeno. En el caso de los acidos grasos con 3 insaturaciones
como el C18:3, estos registraron un incremento en el tratamiento con 890 umol de
NaNO; de hasta 4 pg/cel. Con NH4Cl se observé un incremento del C18:3 y C18:4
(5 y 7 pgl/cel respectivamente), por lo que es probable que estos incrementos
hayan ocasionado aumento en C20:5 y C22:6 a partir de la elongacion y
desaturacion del C18:2.

De acuerdo a las dos rutas de biosintesis del acido araquidonico (C20:4)

propuesta por Nichols y Appleby (1969):

18:2— 20:2— 20:3— 20:4—> A
18:2— 18:3— 20:3— 20:4— B

el C18:2 es precursor del C20:4, participando el C20:3 como producto intermedio

de la sintesis. En las muestras analizadas en este estudio no se detectd el acido
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C20:3, esto pudo deberse a que la cantidad de muestra utilizada fue muy
pequena, que la concentracion de este acido graso estuviera fuera del limite de
deteccion ¢ a la sintesis de C20:4.

Los acidos grasos que son esenciales para la supervivencia de organismos
marinos son C20:4, C20:5y C22:6 (Langdon y Waldock, 1981; Leonardos y Lucas,
2000). En este trabajo el C20:4 para las dos fuentes de nitrégeno registré bajas
concentraciones en comparacion con el C20:5 y el C22:6. Por ejemplo la mayor
concentracion de C20:5 se obtuvo con el tratamiento N1 con menor concentracion
de nitrégeno en el medio (111.25 umol NaNOQO3). Para los cuatro tratamientos, el
C20:5 registr6 mayor concentracion que su precursor inmediato el C20:4, lo cual
probablemente sugiere que el C20:5 se estaba sintetizando a partir del C20:4.

Con NH4CI se registraron las mayores concentraciones de C20:5 en los
tratamientos C1y C2 (12 y 17 pg/cel), los cuales contienen menor concentracion
de nitrégeno en el medio de cultivo (111.25 y 222.5 umol de NH4Cl). También con
NH4CI los cuatro tratamientos presentaron mayor concentraciéon de C20:5 que su
precursor inmediato C20:4.

Otro acido graso poliinsaturado importante y que estaba presente en la
microalga T. fluviatilis fué el C22:6, es un acido altamente insaturado que tiene
diversas funciones metabdlicas como componente de la membrana celular y
ejerce un efecto positivo sobre el crecimiento y supervivencia de los organismos
(FAO, 2002), este acido graso se encontré en menor concentracion que el C20:5.
Basandonos en las concentraciones registradas en nuestros cultivos de T.

fluviatilis podemos suponer una sintesis lenta del C22:6 por parte de la microalga.
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El C22:6 al igual que el C20:5 presentd sus concentraciones maximas en los

tratamientos con menor concentracion de nitrogeno en el medio de cultivo.
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8.2 Cultivo larvario de L. vannamei

Un procedimiento util para evaluar las diferencias en la composicidon
quimica del alimento (microalga) en organismos (larvas de camaron), es el de
aplicar condiciones de cultivo iguales para todos los tratamientos modificando la
fuente de alimento. La importancia de suministrar una dieta adecuada a los
organismos en cultivo se vera reflejada en un rapido crecimiento y mayor
supervivencia. En el presente estudio, el alimento (microalga bajo 3 condiciones
de cultivo) se agrego a los cultivos larvarios, también se incluyé un grupo control
que fueron larvas sin alimento, éstas tuvieron una alta mortalidad al alcanzar el
estadio de zoea Il, lo que demuestra la necesidad de la larva de disponer

inmediatamente después de pasar de nauplio a zoea, de alimento exdgeno.

8.2.1 Porcentaje de metamorfosis

El periodo mas critico en la larvicultura es el inicio de la alimentacion
exogena. Para larvas de especies que tienen estbmago parcialmente funcional, el
alimento vivo es esencial para una buena supervivencia y crecimiento 6ptimo
(Garcia, 2000; D’Abramo, 2002).

En este trabajo se encontraron diferencias en la velocidad de metamorfosis
principalmente en el tratamiento T2 (microalga cultivada con 222.5 umol de NH4ClI)
el cual se retraz6 un dia para alcanzar la PZIll. Kuban et al., (1985) observaron
diferencias en la velocidad de metamorfosis para P. vannamei y P. stylirostris
utilizando seis especies de microalgas entre ellas Chaetoceros calcitrans y C.

gracilis, las microalgas se cultivaron en medio f/2. Lépez (2002) utilizd
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Thalassiosira weissflogii y C. muelleri encontrando los porcentajes mas alto de
metamorfosis con la dieta de C. muelleri alcanzando la PZIll 12 horas antes que
con la dieta de T. weissflogii.

Por otro lado T1 (microalga cultivada con 445 umol de NaNO3) registré el
mayor porcentaje de metamorfosis (95 %) mientras que T2 y T3 (microalga
cultivada con medio f/2) registraron 88 % y 93 % respectivamente. Lo anterior
pudo deberse a la calidad de las dietas, la cual tiene un efecto directo sobre la
velocidad de metamorfosis.

Al respecto Naranjo et al., (1999) observaron que las larvas de Penaeus
californiensis alimentadas con Chaetoceros gracilis presentaron una mejor
velocidad de metamorfosis que las alimentadas con Dunaliella sp., registrando un
retraso de 1 dia en las larvas donde no se utilizé la diatomea C. gracilis como
alimento. Ellos sugieren que las diatomeas son una mejor fuente nutricional que
los fitoflagelados, y que estos ultimos tienen una baja calidad como alimento.

En este estudio se determind que la mejor dieta fue la microalga crecida
bajo el tratamiento T1 sometida a deficiencia de nitrégeno utilizando NaNO3 (445
umol), esto debido a que las larvas zoea alimentadas con esta microalga
mostraron los mejores porcentajes de supervivencia (53.09 %) al final del
experimento, el mayor porcentaje de metamorfosis al final de la PZIll (95 %) lo
cual indica un desarrollo larvario con mayor sincronia al finalizar el ensayo, la
mayor longitud total (1.786 mm), la mejor acumulacién de carbohidratos (10.29 +

0.98 pglarva™) y de lipidos (12.92 + 1.22 uglarva™) de PZI-PZIII.
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Para un laboratorio comercial tiene mas valor una larva que presente una
mayor velocidad de desarrollo larvario ya que alcanza en menor tiempo su

proximo estadio, lo cual representa un ahorro econémico (Naranjo et al., 1999).

8.2.2 Longitud de la larva

El crecimiento en talla de la larva es un reflejo directo de la alimentacién. La
talla maxima de las larvas (mm) registrada en este ensayo se identifico en el
subestadio de PZIIl sometida al tratamiento T1 con una longitud de 1.786 mm, la
diferencia significativa de los valores medios de las tallas entre los tratamientos, se
observd a partir de la PZIl. Los resultados de longitud obtenidos bajo las
condiciones experimentales de este trabajo son menores que las reportadas por
Burguefio (2002) y Lopez (2002), lo cual pudo deberse a las diferencias en la
composicion quimica de las microalgas utilizadas en los ensayos, pared celular,
tamano de las células, condicion y origen de las larvas.

Burguefo (2002) utilizé la microalga Isochrysis “Tahiti’ cultivada a 20, 25 y
30 °C; al proporcionarla como alimento a las larvas zoeas Ill de camarén L.
vannamei registré longitudes de 2.164, 2.201 y 2.043 mm respectivamente. Por
otro lado Lopez (2002) utilizando Thalassiosira weissflogii en la alimentacion de
larvas de L. vannamei registré longitudes de hasta 2.2 mm. Los resultados de
longitud de la larva, obtenidos por Burguefio (2002), son mayores a las longitudes
obtenidas en este estudio, lo cual podemos asociar principalmente al tamafio y
composicion quimica de I. “Tahiti’, el tamafo de esta microalga es de 4.8 um, lo

que pudo facilitar a la larva a ingerir y digerir un mayor numero de células por
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organismo, ademas de que Isochrysis tiene una pared celular menos rigida que la
diatomea. Segun Emmerson (1980) propone que el desarrollo y crecimiento
depende del tipo, calidad y cantidad del alimento consumido. Aunque T. fluviatilis
es una microalga utilizada para alimentacidon de larvas por su composicion
quimica, su tamano es mas grande que el de Isochrysis lo que pudo dificultar la
ingestion de la diatomea por las larvas de camaron, lo cual se vio reflejado en su
crecimiento. Por otro lado los resultados de longitud obtenidos por Lopez (2002),
pudo estar correlacionado con la condicién fisiologicas de los padres, las
condiciones de desove y de cultivo de las larvas, ya que la composicién quimica
de la microalga T. weissflogii fue similar a las obtenidas en este trabajo con T.

fluviatilis (= T. weissflogii).

8.2.3 Porcentaje de supervivencia

La calidad de los huevos y nauplios depende principalmente de las
condiciones fisiologicas de los padres, pero también de las condiciones
ambientales prevalecientes en los desoves y tanques de cultivo. La calidad larval y
postlarval es basado en criterios que incluye el desarrollo de zoea a postlarva
(Racotta et al., 2003). Esta calidad larvaria puede sefialarse seguido de criterios y
herramientas metodoldgicas, y se pueden dividir en cinco categorias generales:
composicion quimica, morfologia, comportamiento, utilidad de productividad y
supervivencia a pruebas de estrés (Racotta et al., 2003). Especificamente en
peneidos, algunos estudios han utilizado algunos componentes bioquimicos de

huevos y nauplios como indice de calidad (Cahu et al., 1995), sin embargo
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estudios realizados por Racotta et al. (2003), en larvas de camaron blanco L.
vannamei, encontraron que no habia ninguna correlacion entre la supervivencia de
las larvas y la composicién quimica de los nauplios. Otros indices para evaluar la
calidad larvaria, son las condiciones fisiologicas de las larvas (Palacios et al.,
1998, 1999) o las pruebas de stress de amonio en estadios de zoea o prueba de
stress de salinidad en postlarvas, también como un criterio predictivo de
supervivencia (Hernandez, 2001).

En el presente trabajo no se conocieron las condiciones fisiologicas y de
cultivo de los padres de los nauplios, por lo que no se puede asegurar que los
resultados obtenidos en la supervivencia sean debido a estas condiciones, ni
tampoco se realizaron pruebas de stress para conocer un analisis predictivo de la
supervivencia. Sin embargo si se conoce la composicién quimica de las larvas y
como se menciona anteriormente se puede utilizar como un criterio para evaluar la
calidad larvaria expresada como supervivencia, que en este trabajo fue
influenciada basicamente por la alimentacion ya que la composicion en proteinas,
carbohidratos y lipidos de las dietas utilizadas (T1, T2 y T3) fue diferente (Anexo 1,
Tablas 1-8). En este trabajo los mayores porcentajes de supervivencia se
registraron en el tratamiento T1 (445 umol de NaNOsj) con un 53.09 %. La
composicion quimica de lipidos y de carbohidratos de la microalga fue mayor en
T1 que en los tratamientos T2 y T3, lo cual se ve reflejado en una mayor
acumulacion de lipidos y de carbohidratos por las larvas. Otro aspecto importante
que pudo afectar la supervivencia de las larvas es el tamano de las células de T.

fluviatilis, ya que presenta un tamafio entre 5-32 um y pueden formar cadenas
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(Fryxell y Hasle, 1977), lo cual puede ser un impedimento para que las larvas
puedan ingerir y digerir estas células, no importando la riqueza de la composicion

quimica de la microalga.

8.2.4 Composicion quimica de L. vannamei

Proteinas

El alto requerimiento de proteinas y la limitada capacidad de los camarones
para almacenar reservas como lipidos y carbohidratos, pudieran estar
relacionadas con su capacidad para utilizar las proteinas como una fuente primaria
de energia. Los resultados de otros estudios (Ramos et al., 2001) han demostrado
que los camarones pueden cambiar de fuente de energia dependiendo de los
requerimientos fisiolégicos o nutricionales iniciando con el consumo de las
proteinas seguido de los lipidos y carbohidratos (Rosas et al., 2000).

La mayor ganancia en peso obtenida con respecto a la cantidad de proteina
de las larvas zoea fue en el tratamiento T3 (18.93 + 1.39 pglarva™), el cual no
registré la mayor supervivencia (48.05 %). Por otro lado T1 registré una
acumulacion de 13.95 + 1.39 pglarva™ de proteina y una supervivencia del 53.09
%, entonces es probable que las larvas al no tener disponible una suficiente
cantidad de proteinas en el alimento como es el caso del tratamiento T1 éstas
utilicen otros componentes que sean abundantes en esta dieta como los
carbohidratos y los lipidos para cubrir sus funciones metabdlicas, lo cual se vio

reflejado en la supervivencia y crecimiento de las larvas (Rosas et al., 2000).
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Carbohidratos

El glucogeno es la molécula de almacenamiento de carbohidratos en los
crustaceos decapodos y es en la glandula digestiva donde principalmente se
acumula, un exceso en la dieta genera limitaciones metabdlicas en los camarones,
provocando una disminucién de la capacidad de la a-amilasa para la degradacion
de las altas concentraciones de carbohidratos; ademas, induce una saturacion de
la glandula digestiva afectando la absorcion de otros nutrientes (Rosas et al.,
2000).

Quinitio y Villegas (1982) utilizaron Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis
chuii en la alimentacion de larvas de Penaeus monodon; ellos determinaron una
supervivencia de 68 % y 64 % respectivamente, encontrando una mayor
concentracion de carbohidratos en las larvas alimentadas con C. calcitrans
asociandolas a la supervivencia encontrada.

En este trabajo se registrd la mayor concentracion de carbohidratos (10.29
+ 0.98 pglarva™) en las larvas del tratamiento T1, estas larvas fueron alimentadas
con T. fluviatilis con un alto contenido de carbohidratos y son las que presentaron
el mayor porcentaje de supervivencia (53.09 %). La acumulacién de los
carbohidratos en las larvas puede provenir de la alimentacion (microalgas) o de la

gluconeogénesis (Rosas et al., 2000).

Lipidos
Los requerimientos de lipidos en algunos crustaceos varian segun la

especie (Kanasawa et al., 1979). En camarones peneidos los lipidos son utilizados
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para satisfacer sus funciones metabdlicas, ademas de que son una fuente de
acidos grasos esenciales, fosfolipidos y esteroles necesarios para el crecimiento
(Gonzalez y Pérez, 2002), el cual depende del origen del alimento.

Asi Emmerson (1980) alimentando larvas de Penaeus indicus con la
diatomea Thalassiosira weissflogii encontré un buen crecimiento asociandolo a la
composicion quimica de la microalga, principalmente en el contenido de lipidos y
de proteinas. Quinitio y Villegas (1982) experimentando con Penaeus monodon
alimentados con Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis chuii, encontraron que la
acumulacion de lipidos de las larvas alimentadas con C. calcitrans fue mayor a las
alimentadas con T. chuii lo cual se ve reflejado en un mayor crecimiento y
supervivencia de las larvas alimentadas con C. calcitrans comparadas con las
larvas alimentadas con T. chuii.

En este trabajo se demostré que también las variaciones en el medio de
cultivo influye en el crecimiento y supervivencia de las larvas, asi tenemos que la
mayor acumulacion de lipidos observada en nuestra investigacion fue registrada
en las larvas del tratamiento T1, con una mejor asimilacion de los acidos grasos
(saturados, monoinsaturados y poliinsaturados) los cuales se incrementaron
conforme transcurrian los subestadios. Las larvas al terminar el ensayo
acumularon aproximadamente el doble de su composicion inicial de lipidos (7.13 £
0.928 a 12.92 + 1.22 pglarva™), resultados similares fueron encontrados por
Lopez (2002), Burgueio (2002) y Guevara (2002), asociandolo a una mayor

supervivencia de las larvas y mayor crecimiento.
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Acidos grasos

Teshima et al., (1988, 1989) encontraron que durante la maduracion de
Penaeus japonicus existe una acumulacion de lipidos en los ovarios, con un alto
contenido en acidos grasos como el C18:3 ®-3, el C20:5 ®-3 y el C22:6 w»-3.
También en otros organismos como copépodos (Acartia tonsa) se ha encontrado
la importancia de la concentracién del C18:3 ®»-3, el cual esta asociado a la
produccién de huevos encontrando que los niveles de C18:3 »-3 en los huevos fue
8 veces mas concentrados que los C20:0 (Hazzard y Kleppel, 2003).

Estudios de histoquimica y microscépicos han puesto en evidencia la
depositacion de lipidos en los crustaceos durante la maduracion ovarica,
encontrando ademas que los acidos grasos como los C16:0, C16:1 -7 y el C18:1
®-9 contribuyen de forma importante a la composicion de los lipidos de los huevos
de Penaeus kerathurus (Mourente et al., 1990).

O’Leary y Matthews (1990) experimentando con Penaeus monodon
encontraron que los niveles de lipidos en hepatopancreas fueron de 4.66 % en
relacion con el del peso seco, del cual el 70.5 % fue de fosfolipidos. Los acidos
grasos encontrados en los fosfolipidos de P. monodon fueron el C16:0 (13.0%),
C16:1(5.3%), C18:0(13.2 %), C18:10-9(8.4%), C18:2w-6(1.9%), C20:4»-6(12.9%),
C20:5 ®-3(13.6%) y C22:6 ©»-3(15.5%).

Lubzens et al., (1995) reportd que la acumulacion de lipidos en Penaeus
semisulcatus se da en el hepatopancreas y posteriormente al ovario, siendo los
componentes mayores los triacilgliceridos, diacilgliceridos y fosfolipidos.
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Pedersen y Storm (2002) encontraron que la composicion de acidos grasos
de larvas de Pandalus borealis y P. montagui en aguas del Oeste de Greenland
esta conformada principalmente por C16:0, C16:1»-7, C18:0, C18:10-7, C20:50»-3
y C22:6-3.

En este trabajo, los acidos grasos mencionados por Mourente et al., (1990);
O’Leary y Matthews (1990) y Pedersen y Storm (2002) fueron los componentes
lipidicos mas importantes en las larvas del estadio de PZI. Debido a que no
analizamos la composicion de acidos grasos de los nauplios de L. vannamei,
suponemos que la mayor cantidad de estos lipidos sean adquiridos de las
reservas proporcionadas por la madre o también a través del alimento exdgeno.

Algunos acidos grasos saturados o monoinsaturados son una reserva
lipidica en crustaceos (O’Leary y Matthews 1990) y son fundamentales para la
sintesis de otros acidos grasos de cadena larga (Nichols y Appleby, 1969; Arao y
Yamada, 1994). Los acidos grasos C16:0, C16:1, C18:0 y C18:1 fueron los
componentes mayores en larvas, lo cual induce a pensar que estos acidos grasos
son la principal fuente de energia almacenada y utilizada en primera instancia por
las larvas de L. vannamei.

Otros acidos grasos que no son comunes en los organismos marinos C15:0
y C17:0, se detectaron en las larvas zoea de L. vannamei, en los tres tratamientos.
Estos acidos grasos se registraron en mayor concentracion en el tratamiento T1
con 1 nglarva™ del C15:0 y 32 nglarva™ del C17:0. Estudios realizados por Castell
(1981) demostraron que estos acidos no se encuentran comunmente en

crustaceos pero si en bacterias; por lo que la deteccion de estos puede ser
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explicada por la presencia de bacterias. En los tratamientos T2 y T3 las

concentraciones fueron bajas (menor de 1 nglarva™).

PUFAs

Los acidos grasos poliinsaturados juegan un papel fundamental en diversas
actividades fisiolégicas y metabdlicas de organismos marinos. Algunos como los
camarones tienen limitada su capacidad para sintetizar los acidos grasos
esenciales de las familias ®-3 y -6, principalmente acidos linoléico (C18:2 »-6) y
el linolénico (C18:3 ®w-3), por lo que éstos deben ser adquiridos en su dieta
(Teshima et al., 1988; Mourente ef al., 1990; Gonzalez y Pérez, 2002; Hazzard y
Kleppel, 2003).

Se ha probado que los acidos grasos C20:5 -3 (EPA) y C22:6 »-3 (DHA)
son de gran importancia en el desarrollo de las estructuras de membranas y de la
actividad del sistema nervioso del embrién y de la futura larva en algunas especies
de crustaceos (Chapelle, 1986; Gonzalez y Pérez, 2002). Aran (1997) sugiere que
las series de acidos grasos -3 y especialmente el C22:6 »-3 y el C20:5 ®»-3 son
mas valiosos como componentes esenciales de las membranas biolégicas, que
como reserva de energia. Incluso se ha propuesto que el cociente DHA/EPA
asociado a un alto contenido de acidos grasos -3, se relaciona positivamente con
la supervivencia (Gonzalez y Pérez, 2002). A este respecto, Aran (1997) encontr6

en larvas del pez rodaballo (Scophtalmidae, Scophthalmus maximus) que el nivel
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de asimilacion de DHA era mucho mayor que el de EPA registrando mayor
supervivencia.

En nuestro trabajo se observd que en el T1 la relacion DHA/EPA fue de 1:2,
registrando que existe acumulacion de EPA en PZI a PZIII, por lo que un gasto de
DHA probablemente lo estuvo utilizando para el crecimiento. También las larvas

de este tratamiento mostraron la mayor supervivencia y el mayor crecimiento.
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9.1 Cultivo de T. fluviatilis

Las concentraciones (890. 445, 222.5, 111.25 umol) y las fuentes de
nitrogeno (NaNOsj, NH4CI) utilizadas en este trabajo nos permitio evaluar la
composicion quimica de la diatomea y podemos concluir que:

a) La microalga T. fluviatilis al ser sometida a diferentes concentraciones
en su fuente de nitrégeno, modificé la concentracion de su composicion
quimica, principalmente en los contenidos de proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos grasos.

b) A mayor concentracion de nitrogeno la sintesis de proteinas fue
favorecida principalmente en los tratamientos con 890 umol NaNO3; (N4) y 890
umol NH4CI (C4).

c) A bajas concentraciones de nitrogeno hubo incrementos importantes
en la concentracion de carbohidratos y lipidos.

d) Los acidos grasos mas abundantes e importantes para la dieta de
larvas de camardén fueron: C18:3, C20:5 y C22:6 los cuales estuvieron en
abundancia en las microalgas cultivadas con 111.25 y 445 umol NaNOs vy en

NH4Cl con 222.25 pmol.

9.2 Cultivo larvario de Litopenaeus vannamei
a) La supervivencia de las larvas de L. vannamei estuvo influenciada

basicamente por la composicion quimica de T. fluviatilis.
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b) Las mayores tasas de supervivencia de L. vannamei se obtuvieron con
la diatomea cultivada con 445 pmol de NaNOj tratamiento T1. También se
registré el mejor porcentaje de metamorfosis de la larva, asi como la mayor
longitud y la mejor acumulacion de lipidos y de carbohidratos.

c) Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, principalmente el
C20:5 se acumuld en las larvas de L. vannamei durante sus tres estadios de
protozoea, registrando la mayor cantidad de C20:5 en las larvas del tratamiento

T1, que se reflejo en una mayor supervivencia.
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Recomendaciones

Optimizar los sistemas y parametros fisico-quimicos de cultivo, estudiando
los efectos sobre la produccion de biomasa y la calidad quimica de las microalgas.

Es necesario realizar nuevos ensayos que permitan mejorar la calidad
quimica de las dietas vivas (microalgas) e iniciar estudios incorporando
modificaciones en las condiciones de cultivo para obtener altas concentraciones
de componentes que son requeridos por las larvas, para el éptimo crecimiento y
desarrollo: Como proteinas, pigmentos y la adicion de hormonas, con el objetivo
de mejorar la calidad y supervivencia de las larvas para que estas sean
competitivas con la calidad de las larvas silvestres.

Se recomienda continuar con los estudios que permitan conocer los
requerimientos 6ptimos de todos los componentes nutricionales durante el estadio
de protozoea, principalmente en los niveles de proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos grasos.

Evaluar el costo real de la produccion de la microalga, al manipular las
condiciones de cultivo y comparar con los gastos generados de manera
tradicional. El objetivo final es el de obtener mayor rendimiento de larvas, con

menor costo.
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Anexo 1

Tabla 1. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Nitrato de

sodio (N1)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 949+4.70 189.9 + 27.1 356.6 + 10.5
3 74.7 £ 9.53 178.0 £+ 27.7 318.6 £ 22.0
6 99.9 +0.94 223.2+ 275 465.2 + 29.8
9 88.5+7.10 300.4 £9.71 4945 +10.5
12 102.3 £ 20.3 282.2 +20.7 476.2 + 16.9
15 77.5+£12.7 399.4 £ 50.3 4471 +£20.9
18 452 +7.78 290.2 £ 9.95 370.1 +8.73

Tabla 2. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Nitrato de

sodio (N2)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 133.2+19.2 177.1+78.3 300.2 £1.20
3 158.9+12.0 188.8 + 70.5 338.9+31.2
6 155.4 + 18.3 252.3+82.5 395.8 +28.9
9 123.7 +43.4 386.7 £ 10.9 460.4 + 51.1
12 110.8 £ 3.42 188.6 + 23.4 411.5+13.2
15 116.6 £ 19.1 312.8 £48.7 388.2+224
18 96.27 + 2.53 436.6 £ 5.32 356.4 £ 40.2

Tabla 3. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Nitrato de

sodio (N3)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 253.9+50.9 182.6 + 5.05 219.6 + 16.6
3 325.1+63.4 216.5 £ 66.7 244.8 +5.70
6 231.6+17.4 226.9 +59.9 272.4 + 28.2
9 200.0+ 244 2741+ 36.7 349.1 +44.2
12 182.0 £ 24.3 203.4 +1.82 360.9 +9.29
15 183.4 +2.27 334.1+£43.0 340.3 + 38.7
18 144.7 + 7.54 2721 +£64.7 268.5 + 32.8
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Tabla 4. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Nitrato de

sodio (N4)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 298.7 £ 0.21 217.4£19.9 203.9+£6.25
3 351.4+22.8 215.8+15.4 240.0 £ 101
6 314.9+42.6 218.5+33.7 264.8 + 8.86
9 239.7 + 36.5 253.7 £10.0 281.9+61.9
12 186.7 + 33.8 141.2 + 23.3 326.7 +12.3
15 2329+ 3.62 238.5+7.44 335.6 +12.5
18 185.6 + 10.5 211.5+5.80 289.1 +13.3

Tabla 5. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Cloruro de

amonio (C1)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 1285+ 229 293.4 £12.7 352.9+5.22
3 126.5+10.5 350.9+45.9 378.6 £ 10.5
6 166.6 + 36.6 347.1+£13.2 464.4 + 325
9 72.21£20.9 354.3 £22.2 497.7 £ 111
12 78.27 £19.4 220.3£11.3 501.9+17.2
15 1244 + 16.6 279.9+£45.6 404.7 £17.7
18 102.9+11.8 279.1+£22.9 387.6 £ 11.1

Tabla 6. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Cloruro de

amonio (C2)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 153.5+17.8 281.6 + 541 303.2 +5.39
3 1434+ 228 351.7 £106.9 348.6 + 28.3
6 181.1+12.2 362.3£44.0 405.8 + 3.52
9 146.8 + 11.8 385.6 £ 13.6 450.9 £ 28.2
12 124.8 + 7.59 223.8£14.5 457.8 £ 21.6
15 165.8 + 5.84 380.9 £ 291 404.8 £ 0.08
18 128.5 + 23.3 266.6 + 21.4 425.3+14.4
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Tabla 7. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Cloruro de

amonio (C3)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 210.3+£11.5 202.8 £394 248.2+11.6
3 230.2+16.0 2051774 263.1 £ 10.8
6 251.9 + 39.8 223.1+13.7 302.3 +8.15
9 238.3+52.1 348.6 £ 20.3 328.6 +24.3
12 151.6 £ 15.1 173.7 £ 28.5 370.9+13.6
15 171.2 +£43.7 284.2 + 20.6 4142 +12.0
18 183.8 + 56.7 248.1 + 16.9 309.4 +7.24

Tabla 8. Promedios diarios y desviacion estandar del contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos (ug/mg peso seco) de T. fluviatilis cultivada con Cloruro de

amonio (C4)
Dias de Cultivo Proteinas Carbohidratos Lipidos
0 300.6 £ 0.00 157.0 £ 19.9 209.4 £ 17.8
3 393.1 £68.5 142.3 £ 50.6 235.0 £9.45
6 326.9+£32.9 2721+ 36.4 290.4 £ 7.86
9 242.3+£12.5 353.0 £ 54.3 319.8 £ 6.54
12 250.1 £6.49 142.2 +12.7 338.6 £ 10.5
15 218.7 £6.95 271.6 £ 34.8 318.8 £9.05
18 1994 +11.5 267.9 + 30.4 309.2 £ 14.9
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Tabla 9. Valores promedios + desviacion estandar de temperatura, salinidad,
oxigeno y pH de los cultivos larvarios de L. vannamei alimentados con las tres

dietas experimentales.

TRATAMIENTO

Variable T1 T2 T3 T4
(445 umol NaNO3) (2225 umol NH4CI) (f2) (Sin alimento)
Temperatura(OC) 28.0+04 28.2+0.3 28.4+0.5 28.3+ 0.3
Salinidad (ups) 35.2+0.2 354+0.3 35.0+0.3 354+04
Oxigeno (ppm) 5.8+0.1 56+0.2 58+0.2 5.0+0.2
pH 8.0+04 79+0.2 82+04 8.0+0.1
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