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GLOSARIO

Artemia: crustaceo primitivo de los anostracos perteneciente a la subclase
Branchiopoda; se caracteriza por presentar un cuerpo alargado y carecer de
caparazon rigido. Tiene un elevado valor econémico por su aplicacién en la
acuicultura.

Carbohidratos: compuestos organicos integrados por carbono, hidrégeno y
oxigeno, incluyen los azucares, almidones y celulosas.

Eficiencia de eclosién: nimero de nauplios que se producen a partir de 1 g
de quistes secos cuando se les incuba bajo condiciones estandar de eclosion
(48 horas de incubacion, agua de mar a 35 °/,, saturada de oxigeno a 25°C,
minimo de 1000 lux de iluminacién y pH entre 8 y 8.5).

Estrés: estimulo o sucesion de estimulos de tal magnitud que tienden a alterar
la homeostasis de un organismo.

Lipidos: compuesto perteneciente a una clase de sustancias que contienen
hidrocarburos alifaticos de largas cadenas y sus derivados, tales como acidos
grasos, alcoholes, aminoalcoholes y aldehidos.

Metanauplio: estado larvario primitivo de ciertos crustaceos decapodos
caracterizados por poseer siete pares de apéndices, sigue al estado de
nauplio. Se inicia con la primera muda y comprende cuatro estadios de
desarrollo. En el primer estadio se inicia la ingestién de alimento por filtracién.

Microalga: microorganismo fotosintético no vascular que contiene clorofila "a’
y posee estructuras reproductoras simples.

Nauplio: estado larvario con cuerpo insegmentado y oval, posee tres pares de
apéndices: anténulas unirramadas, antenas y mandibulas birramadas. En
Artemia abarca desde que el nauplio emerge del quiste hasta la primera muda.

Porcentaje de eclosiéon: nimero de nauplios que pueden ser producidos a
partir de 100 quistes hidratados y conteniendo un embrién.

Postmetanauplio: incluye siete estadios de desarrollo, se completa el nimero
de somitas del tronco y el inicio de la transformacién de las antenas hacia su
forma y funcion definitiva.

Proteinas: cualquier tipo de polimero de alto peso molecular compuesto por
una gran variedad de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.

Tasa de sincfonia: tiempo transcurrido entre la eclosién del 10% y el 90% del
total de los nauplios eclosionables.
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RESUMEN

Con el propésito de emplear microalgas endémicas para el cultivo de Artemia regional,
se aisl6 una microalga de la salina La Colorada, ubicada en el municipio de Santiago Astata,
Oax., la cual se identificd tentativamente como Dunaliella sp. Esta microalga junto con
Chaetoceros sp. y Neochloris oleoabundans se cultivd en dos medios de cultivo: el f/2 de
Guillard y un medio no convencional, preparado con fertilizantes agricolas (MIll). Se comparé el
valor nutritivo de las tres microalgas cultivadas en medio f/2 al alimentar nauplios eclosionados
de quistes de la salina La Colorada y nauplios de quistes de San Francisco. Los nauplios se
alimentaron con raciones diarias progresivas desde 150 hasta 2750 x 10° cel/ml, evaluando la
sobrevivencia, el crecimiento, la duracién de estadios, el nimero de parejas formadas, la
produccién de nauplios y la composicién bioquimica en porcentaje de peso seco total de
proteinas, carbohidratos y lipidos. En las tres cepas de microalgas hubo una diferencia
significativa entre las tasas de crecimiento al ser cultivadas en medio /2 y medio MIll,
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. presentaron mayores tasas de crecimiento en medio Mlil y N.
oloeabundans en medio f/2. Las densidades del cultivo en todos los casos fue menor en medio
Mil. El contenido de proteinas de Chaetoceros sp. fue mas elevado en medio Mill (40.2 + 1%)
que en medio /2 (25.5 + 8%). Dunaliella sp. presentd mayor contenido de carbohidratos en
medio MIll que en medio f/2 (49.3 + 3% y 15.5 + 5% respectivamente). N. oloeabundans
presentd mayor contenido de carbohidratos en medio f/2 que en medio MIl. Tanto Artemia de
La Colorada como Artemia de San Francisco, al ser alimentadas con las dietas de Dunaliella sp.
y Chaetoceros sp., presentaron una sobrevivencia arriba del 60%. E! anélisis de covarianza
correspondiente indica que no existe una diferencia importante en la velocidad de crecimiento
entre las dos cepas de Arfemia con la dieta de Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. pero si en las
tallas alcanzadas, siendo mayor con la dieta de Chaefoceros sp. para Artemia de San Francisco
y para Artemia de La Colorada con la dieta de Dunaliella sp. Artemia de San Francisco con la
dieta de Chaetoceros sp. presentd mayor numero de parejas, en Artemia de La Colorada no se
observaron diferencias significativas en la formacion de parejas con las dietas de Chaetoceros
sp. y Dunaliella sp. Al alimentar a Artemia de San Francisco y Arfemia de La Colorada con
Chaetoceros sp. hubo una mayor produccién de nauplios. Artemia de La Colorada alimentada
con Dunaliella sp. alcanzd en menor tiempo la fase adulta que con la dieta de Chaetoceros sp.
N. oleoabundans no es una dieta adecuada para Artemia, ya que hubo una gran mortalidad
desde los estadios iniciales. Dado los resultados se consideré que Artemia de La Colorada y
Artemia de San Francisco podria ser alimentada con Dunaliella sp. y Chaetoceros sp. Para
comparar las curvas de crecimiento de las microalgas se utilizé el analisis de covarianza. Se
emplearon tres repeticiones por dieta y se realizaron andlisis estadisticos de Bartlett y
Kolmogorov-Smirnov, prueba “t” de Student y andlisis de varianza bi y trifactorial con un < de
0.05, realizando una transformacion arcoseno previa a los datos expresados en porcentaje.



ABSTRACT

With the aim of using endemic microalgae for the cultivation of regional Artemia we
isolated a microalgae which has been identified tentatively has Dunaliella sp. from the saline La
Colorada, situated in Santiago Astata, Oax. This microalgae, Chaetoceros sp. and N.
olecabundans were cultivated in two media: f/2 of Guillard and a non conventional media,
prepared with agricultural fertitizers (Mill). The nutritive value of the three microalgae cultivated
in media f/2 were compared by feeding Arfemnia nauplii from cysts from La Colorada and Artemia
nauplii from cysts of San Francisco. The nauplii were fed with daily rations that incremented
progressively from 150 to 2750 x 10° cel/ml, evaluating the percentage of survival, total length,
duration of stages, number of couples formed, production of naupli and biochemical
composition (protein, carbohydrate and lipid) expressed in percentage of dry weight. In the three
strains of microalgae there was a significant difference in the growth rates when cultivated in
both media, Chaetoceros sp. and Dunaliella sp. had higher growth rates in media MIll and N.
oleoabundans in /2. The densities obtained in all the strains were lower in media MIIl. The
content of protein in Chaetoceros sp. was higher in media Mill {40.2 + 1%) than in /2 (25.5 +
8%); on the other hand Dunaliella sp. presented a higher concentration of carbohydrates in
media MIIl than in /2 (49.3 + 3% and 15.5 + 5% respectively). N. olecabundans had a higher
content of carbohydrates when cuitivated in f/2. Artemia of La Colorada and San Francisco fed
with Dunaliella sp. and Chaetoceros sp. presented a survival above 60%. The covariance
analysis indicates that there isn't a significant difference in the growth rate between both strains
of Artemia with the diet of Chaetoceros sp. and Dunaliella sp., but there was a significant
difference in the length obtained, being higher with the diet of Chaetoceros sp. in Artemia of
San Francisco and in Arfemia La Colorada with the diet of Dunaliella sp. Artemia of San
Francisco fed with Chaetoceros sp. presented a higher number of couples, in Arfemia La
Colorada there weren't significant differences between the different diets. Both strains of Arfemia
fed with Chaetoceros sp. had a higher production of nauplii. Arfemia La Colorada with the diet of
Dunaliella sp. reached in a shorter period the adult stage, than with the diet of Chaetoceros sp.
N. oleabundans isn't a good diet for Arternia because there was a high mortality in the initial
stages. Arfemia La Colorada and Artemia San Francisco can be fed with Dunaliella sp. and
Chaetoceros sp. Three repetitions per trial were realized. The statistical analysis used were:
Bartlett and Kolmogorov-Smirnoff test, “t” of Student test, covariance analysis and bi o trifactorial
variance analysis with a previous arcsen transformation of the data with a significant value of
0.05.



l.- INTRODUCCION

El objetivo principal en la produccién de alimento vivo es establecer una
cadena alimenticia controlada, que normalmente inicia cultivando células
algales microscoépicas para alimentar a organismos zooplancténicos, los cuales
a su vez serviran de alimento a peces y/o invertebrados. Sin este requisito la
red alimenticia en un sistema intensivo se encuentra incompleta, por lo cual los
acuicultores tratan de superar esta deficiencia racionando alimentos en forma
de hojuelas, mezclas gelatinizadas, refrigerados y/o congelados. A pesar de los
cuidados que se tengan al utilizar alimentos no vivos o procesados,
generalmente se tienen problemas debido a deficiencias nutricionales o por
degradacién de la calidad del agua. Experiencias en el cultivo de peces e
invertebrados acuaticos en sus primeros estadios han demostrado que se
obtiene una mayor sobrevivencia al utilizar alimento vivo exclusivamente o
combinandolo con algin alimento inerte (Johnson, 1976; Hoff y Snell, 1993).

Desde el punto de vista nutricional, las microalgas son una fuente de
macronutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos), micronutrientes (vitaminas y
minerales) y en el grupo de los lipidos los acidos grasos esenciales; ademas
proveen de pigmentos que acentian la coloracién en organismos que los
ingieren (Hoff y Snell, 1993). De acuerdo a las caracteristicas anteriores las
microalgas son una buena fuente alimenticia para organismos como corales,
esponjas, rotiferos, balanos, poliquetos, ascidias, moluscos, crustaceos y
peces (Hoff y Snell, 1993); por lo que un sistema acuicultural debe contar con
métodos eficientes de produccidn que garanticen la cantidad y calidad de las
microalgas ya que constituye un paso indispensable para la continuidad del
sistema.

Por ofra parte, se han utilizado varias especies de microalgas en la
acuicultura que no siempre son adecuadas para mantener el crecimiento de un
organismo en particular. Lo anterior se debe a que existen diferencias de
tamanio, digestibilidad y valor nutricional; este Gltimo depende principalmente
de la composicion bioquimica de la microalga y de las necesidades
nutricionales especificas del organismo a cultivar (Brown et al., 1989).

Dentro de las especies mas frecuentemente utilizadas en la acuicultura
se encuenfran las siguientes: Skeletonema costatum, Thalassiosira
pseudonana, Phaeodactylum tricornutum, Chaetoceros calcitrans, Pavlova
lutheri, Isochrysis galbana, Isochrysis sp. "Thaiti", Tefraselmis suecica,
Dunaliella salina, Spirulina sp., Monochrysis Iutheri, Chlorella sp.,
Scenedesmus sp. y Tetraselmis chui (Le Borgne, 1990).

El tipo y las concentraciones de microalgas, son problemas de
importancia primaria en la acuicultura y por esto las investigaciones en este
sentido son de gran utilidad. En general, se busca obtener a través del
suministro de una dieta especifica la maxima tasa de crecimiento posible del
organismo en cultivo, con lo cual se consigue una optimizacién espacial de las
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instalaciones, del tiempo de cultivo y de la biomasa obtenida por unidad de
volimen y tiempo, que dan como resultado una reducciéon en los costos de
produccién (Sommer et al., 1990).

Es importante sefialar que no es suficiente mantener una elevada
produccién algal, sino que también hay que transferir eficientemente este
alimento a organismos alimentados con microalgas (Fabregas et al., 1986).
Para que esto se logre, se debe de tomar en cuenta al menos tres
caracteristicas de la célula: composiciéon bioquimica, tamario y digestibilidad
(Fernandez-Reiriz et al., 1989), asi como considerar la técnica de cultivo
(continuo, semicontinuo), tasa de dilucion, concentracion y nutrientes
requeridos, factores fisicoquimicos y la fase de crecimiento en que se coseche
a las microalgas (Fabregas et al., 1989; Fogg y Thake, 1987).

Un sistema acuicola frecuentemente inicia la trama alimenticia con la
produccién de: microalgas y zooplancton (como rotiferos, cladéceros vy
Artemia). Para desarrollar proyectos de acuicultura es importante la produccion
de alimento vivo, con métodos eficientes que garanticen la cantidad y calidad
de la produccién para la continuidad del sistema.

A pesar de que la Arfemia no forma parte de la dieta natural de peces y
crustaceos, se ha usado ampliamente en la acuicultura como alimento de
dichos organismos, debido principalmente a su calidad nutricional, ciclo
biolégico de 12 a 17 dias y a la facilidad de su manejo en el laboratorio, ya que
al formar quistes, estos se pueden utilizar cuando se requieran, bastando
solamente ponerlos en condiciones favorables de salinidad, temperatura,
oxigeno, pH e iluminacién (Castro y Gallardo, 1985).

La calidad nutricional de la Arfemia varia tanto geografica como
temporalmente de una cepa a otra, asi como con el alimento que se le ofrezca.
En el medio natural su principal fuente de alimentacidn son microalgas,
bacterias y detritus; sin embargo en cultivo se han probado alimentos
provenientes de diversas fuentes, tales como levaduras, bacterias, microalgas,
salvado de trigo, de arroz, microencapsulados, etc. (Castro y Gallardo, 1985;
Chiu-Liao et al, 1986). Dentro de las microalgas que cumplen con sus
requerimientos nutricionales se encuentran Paviova lutheri, Tetraselmis
maculata, Isochrysis galbana, Rhodomonas sp. (Provasoli et al, 1970) y
Chaetoceros sp. (Arriaga-Haro, 1993). .

Por otra parte, a pesar de que la alimentacion en cultivos de moluscos,
peces y crustaceos se basa en cepas de Artemia comerciales de una calidad
nutricional conocida, representa una inversion fuerte en el desarrolio de un
cultivo, el utilizar cepas regionales podria ser una manera de abaratar los
costos de produccién. El interés de este proyecto fue el de realizar estudios
nutricionales con especies de microalgas regionales para alimento de dos
cepas de Artemia, una regional colectada de la salina de La Colorada, Oaxaca
(México) comparandola con una cepa de Artemia comercial de la Bahia de San
Francisco, CA., EE.UU. '
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Il.- ANTECEDENTES
2.1.- COMPOSICION BIOQUIMICA DE LAS MICROALGAS

La concentracién de proteinas, carbohidratos y lipidos de las microalgas
puede modificarse alterando las condiciones ambientales como: concentracién de
nutrientes, temperatura, intensidad luminosa, asi como el estado fisioldgico: edad
de la poblacion, densidad de la poblacion, desarrollo autotréfico o heterotréfico
(Dubinsky et al., 1978; Aaronson et al., 1980; Ben-Amotz et al., 1985; Becker,
1986; Gudin y Thepenier, 1986).

El contenido de proteinas en las algas puede variar de un 30 a un 65% de
su peso seco (Becker, 1986). El valor nutricional de las proteinas esta
determinado por el contenido y proporcion de los aminoacidos estos no varian
entre las diferentes especies de microalgas, por lo tanto las diferencias en la
calidad nutricional de las microalgas, en la mayoria de los casos no esta
relacionada con la composiciéon de los aminoacidos (Webb y Chu, 1983).

La composicidon de carbohidratos, en términos de azlcares especificos,
puede variar considerablemente entre las especies de algas. Generalmente la
glucosa se encuentra en concentraciones mayores, seguido por. galactosa,
manosa Yy ribosa. Mientras que las proporciones relativas pueden ser
significativas, la estructura del azlicar es igualmente importante. Los azlcares
pueden presentarse como monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos o
polisacaridos. El tipo y los enlaces especificos de un polisacarido determinan si
los azucares que lo componen podran ser digeridos por el organismo a alimentar
(Brown et al., 1989). Han sido pocos los analisis detallados sobre la composicion
de los carbohidratos de las microalgas (Parsons ef al., 1961; Chu et al., 1982;
Whyte, 1987). Existen diferencias en la naturaleza de los polisacaridos
encontrados en los diferentes grupos de microalgas. Los polisacaridos de las
diatomeas contienen principalmente crisolaminarina y mananos (Mykelstad, 1974,
Whyte, 1987), en cambio los fitoflagelados contienen glucanos, principalmente
glucosa y galactosa (Whyte, 1987); mientras que las microalgas rojas acumulan
grandes cantidades de polisacaridos sulfatados (Ramus, 1972; Dubinsky et al.,
1983).

La fraccion lipidica puede dividirse en dos grupos principales: los lipidos
polares (que incluyen glicolipidos y fosfolipidos) y los lipidos neutros (que incluyen
a los triglicéridos, diglicéridos, hidrocarburos, alquenonas, esteroles y pigmentos)
(Brown et al., 1989). La mayoria de los lipidos microalgales son lipidos polares,
que son componentes de membranas; y los triglicéridos que son una reserva de
acidos grasos para la divisién celular, energia metabdlica, mantenimiento de la
membrana, sintesis y una amplia variedad de funciones fisiolégicas. Los
triglicéridos pueden llegar a constitutir hasta el 80% del total de lipidos en
microalgas eucariotas. Las cantidades relativas de cada clase de lipido en las
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células microalgales pueden cambiar considerablemente con variaciones de las
condiciones de cultivo (Abalde et al., 1995).

En las algas verdes, los acidos grasos saturados pueden constituir del 15 al
30% de los acidos grasos totales; en las diatomeas constituyen del 30 al 40%. Las
microalgas verdes presentan bajas concentraciones de acidos grasos
monoinsaturados (5-20%) y altas concentraciones de poliinsaturados (50-80%).
Los niveles de acidos grasos poliinsaturados 20:5(n-3) y 22:6(n-3) son importantes
para la nutricion de organismos a cultivar (Watanabe et al., 1983; Brown et al.,
1989). '

2.2.- Chaetoceros sp:

Es una microalga unicelular, pero puede formar cadenas al interconectar
las espinas con células adyacentes. Al observar las células lateralmente
presentan una forma cuadrada, 12-14 uym de largo y 15-17 ym de ancho, con

espinas que sobresalen de las esquinas. Las células pueden formar cadenas de
10-20 células alcanzando una lonagitud de 200 um. Cuando se cultiva con

Vwiumitao GaiwvGaiLlaiiuvuv IVIIgiltue U Lve e s I via

aereacion fuerte no forma cadenas. Se utiliza como alimento en cultivos de
rotiferos, almejas, ostiones y larvas de camarén (Rosen, 1990).

En el caso particular de esta cepa, se ha empleado en establecimientos
comerciales para la alimentacién de larvas de peneidos, de Crassostrea gigas y
de Mytilus galloprovincialis. En el laboratorio de Acuicultura del CICESE, se ha
empleado con éxito para el cultivo de Arfemia y para varios moluscos bivalvos.
Puede cultivarse en agua salobre (12 ppm) sin que se modifique su tasa de
crecimiento. Su composicién proximal y bioquimica, asi como su tasa de
crecimiento, puede ser modificada utilizando luz azul sola o mezclada con luz
blanca (Trujillo-Valle, 1993). Puede preservarse por congelacion a -20°C por lo
menos durante dos meses, sin alterar su composicién bioquimica. La preservacion
en seco causa una pérdida importante de lipidos (Cordero-Esquivel et al., 1993).

Correa-Reyes (1993) utilizd6 Chaetoceros sp. cultivado bajo tres diferentes
tipos de luz (blanca, azul y mezcla de ambas), para alimentar a A. franciscana,
obteniendo una sobrevivencia de 89.8% con luz azul, 81.22% con luz azul
mezclada y con luz blanca de 30.41%.

2.3.- Neochloris oleoabundans:

Neochloris oleoabundans, es una microalga edafica de ambientes semi-
aridos. Su diametro varia de 6 a 25 pm, es uninucleada, presenta una pared
celular que se engrosa mas de un extremo que de otro y un cloroplasto parietal en
forma de copa. En cultivos de 3 o0 mas semanas, se encuentran las células con
cantidades considerables de gotas de aceite. La reproduccién es mediante
zoosporas ovoides biflageladas (Archibald, 1973).
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N. oleoabundans tiene un alto contenido de lipidos totales en base a su
peso seco y esta constituido principalmente por triacilgliceroles. A bajas
concentraciones de nitrégeno, los lipidos totales van desde 35 a 54% en base a
su peso seco, y de estos, mas del 80% de los lipidos totales son triacilgliceroles
(Tornabene et al, 1983). El contenido de lipidos también se incrementa al
aumentar la concentracion de NaCl en el medio (Vazquez- Duhalt y Arredondo-
Vega, 1990).

N. oleoabundans resiste cambios de salinidad de 0 a 35 ppm de NaCl. El
efecto inmediato mas importante es un decremento en el contenido de
polisacaridos y un incremento en el contenido intracelular de sacarosa que
contribuye a la osmorregulacién de la célula (Band-Schmidt et al., 1992).

2.4 - Dunaliella sp.:

Las microalgas del género Dunaliella sp. pertenecen a la Division
Chlorophyta, son unicelulares, ovoides y presentan dos flagelos polares. Su
reproduccion es asexual (divisiéon longitudinal) y sexual isogamica (Bold y Wynne,
1978).

Se puede encontrar en agua dulce, salobre, en habitats extremadamente
salinos (hasta 330 ppt) y en suelo (Bold y Wynne, 1978; Borowitzka y Borowitzka,
1988). En ambientes hipersalinos frecuentemente es uno de los principales
productores primarios (Borowitzka, 1981). También presenta un amplio rango de
tolerancia al pH (1-11) (Borowitzka y Borowitzka, 1988).

Este es uno de los géneros mas estudiados en cultivos a nivel masivo,
dado su capacidad de acumular B-caroteno y glicerol (Ben-Amotz, 1980;
Borowitzka y Borowitzka, 1988). Carece de pared celular rigida lo que facilita su
digestion. Es una fuente de proteina unicelular, vitaminas y se utiliza como
complemento para alimentos de peces (Fabregas y Herrero, 1985; 1986). La
composicion celular aproximada de este género es de 50% de proteinas, 20% de
carbohidratos y 8% de lipidos (Spectorova ef al., 1982). Bajo ciertas condiciones
de cultivo puede acumular hasta el 80% de carotenos respecto a su peso seco
(Ben-Amotz et al., 1982), esto se favorece en condiciones de alta salinidad,
temperatura e intensidad luminosa.
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2.5.- Artemia EN LA ACUICULTURA

La utilizacion de Artemia como alimento para diferentes organismos se

ininiA an lne 2AN'e riandan varine inuactinadnarae nira alimanta
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excelente para larvas recién eclosionadas de peces (Seale, 1933; Gross, 1937;
Rollesen, 1939). En la década de los afios 50, las fuentes comerciales de Arfemia
provenian de dos lugares principales: de las salinas de San Francisco, California y
del Gran Lago Salado, Utah, ambos situados en los Estados Unidos de Norte
Ameérica. El costo de los quistes era muy bajo (menos de $10 dlis/kg). Con el inicio
de la investigacion en el cultivo de peces marinos y crustaceos en los afos 60, se
amplié el mercado de los quistes, y se abri6 otra fuente de abastecimiento que fue
el Lago Chaplin situado en Saskatchewan, Canada. El auge en la investigacién en
el area de la acuicultura a nivel mundial continué en la década de los 70’s,
coincidiendo con un decremento en la produccion de quistes del Gran Lago
Salado y del Lago Chaplin por causas climatolégicas; esto aunado con una
posible escasez de quistes provocada por ciertas compafias comerciales
ocasiond un incremento severo en el costo de los quistes de Arfemia, por lo que a
mediados de la década de los 70's los precios oscilaban entre $50-100 dlis/kg. En
los 80's se observdé un cambio notable en la situacion de Arfemia, entraron al
mercado nuevos productos de Argentina, Australia, Brasil, Colombia, Republica
Popular de China, Francia y Tailandia, bajando considerablemente €l costo del
producto (Bengston et al., 1991); ademas, se presentd el problema de la variacién
en la calidad nutricional de Arfemia entre las diferentes fuentes de suministro y
lotes (Vanhaecke y Sorgeloos, 1983; Sorgeloos, 1986). Actualmente, la
produccién de quistes, su disponibilidad y su costo se han mantenido
relativamente estables, debido a los esfuerzos en la investigaciéon y al desarrollo
en las técnica de cultivo de Arfemia en la primera mitad de la década de los afios
80’s (Leger et al., 1986; Sorgeloos et al., 1987b). El costo de los quistes depende
de la calidad del mismo, variando desde $25 dlis/kg (nauplios de gran tamario,
bajos niveles del acido graso esencial 20:5(n-3) hasta $80 dlis/kg (quistes con un
alto porcentaje de eclosion, eclosién sincronizada, nauplios pequerios, libres de
contaminantes y con un alto nivel de 20:5(n-3) (Bengston et al., 1991).

Aunque en la actualidad las fuentes comerciales de Artemia abastecen las
demandas, se requiere de una mayor diversidad de fuentes comerciales de
quistes de Artemia para asegurar mayor cantidad de quistes en el mercado. Hoy
en dia, mas del 70% de los quistes provienen del Gran Lago Salado (Bengston et
al., 1991).

La escasez de quistes de Arfemia podria producir una situaciéon de cuello
de botella para la acuicultura mundial; esta empez6 a vislumbrarse a mediados de
la década de los 70°s (Sorgeloos et al., 1986), no s6lo no se ha encontrado
solucién, sino que se ha agravado notablemente, dado el constante aumento de la
demanda y el descenso en la disponibilidad de las fuentes tradicionales de los
quistes de Artemia (Brasil, Salinas de San Francisco, California). De este modo, el
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unico suministro regular y en cantidad suficiente lo ofrecen los quistes
procedentes del Gran Lago Salado, cuyo inadecuado valor nutritivo obliga al
empleo de sustancias enriquecedoras de sus nauplios, lo cual limita su uso a
ciertas fases de vida larvaria (Navarro, 1990).

En la década de los 80's, los trabajos de investigacion sobre las
propiedades nutritivas de Arfemia se intensificaron en cuanto a conocer el
contenido de acidos grasos y aminoacidos esenciales de las distintas cepas
(Fujita et al., 1980; Watanabe et al., 1980 y Léger et al., 1986). Simultaneamente
se establecieron los criterios de eclosiéon que permitieron seleccionar las cepas
con mejor viabilidad y mejor velocidad de emergencia (Sorgeloos et al., 1986).

Ante tales circunstancias, se esta desarrollando una intensa actividad de
localizacién y estudios de nuevas poblaciones de Artemia en todo el mundo (Amat
et al., 1990). En México hasta 1982 se tenian registradas 17 poblaciones
naturales de Artemia distribuidas en los siguientes estados de la Republica: Baja
California Sur, Sonora, Sinaloa, Oaxaca, San Luis Potosi, Chiapas y Yucatan
(Castro y Gallardo, 1985). Castro et al., (1987) trabajaron con ocho de ellas
realizando descripciones climatolégicas, faunisticas y floristicas en cada habitat,
asi como estudios biométricos de los quistes, sin embargo, aun faltan estudios
desde el punto de vista nutricional. La produccién en salinas pequefias, a pesar
de no contribuir de manera significativa al suplemento mundial de quistes, provee
oportunidades para el desarrollo de comercios locales (Sorgeloos et al., 1987a;
Bengston et al., 1991). Es de vital importancia determinar la calidad nutricional de
la cepa de Arfemia empleada, ya que este valor nutricional, varia tanto
geograficamente como temporalmente de una cepa de Artemia a otra.

A pesar de los recientes avances en la formulacién de dietas preparadas, el
alimento vivo como Artemia es esencial para el desarollo de la acuicultura ya que
todavia no se ha encontrado un alimento adecuado que lo sustituya en la
alimentacion de especies marinas y dulceacuicolas en cultivo (Abalde et al.,
1995), como los peces y crustaceos (Hoff y Snell, 1993). También es utilizado
para alimentar diversos grupos de organismos como los foraminiferos,
celenterados, poliquetos, calamares, insectos, quetognatos, crustaceos y peces
(Sorgeloos, 1979). A mas del 85% de los organismos marinos cultivados se les ha
ofrecido Artemia como una fuente de alimento, ya sea combinandolo con otros
alimentos o solo (Kinne, 1977).

En la mayoria de los casos se utiliza Artemia en el estadio de nauplio
recién eclosionado, sin embargo, existen reportes de que la Artemia adulta es
mejor alimento para varios depredadores presentando las siguientes ventajas
nutricionales (Kelly et al., 1977; Purdom y Preston, 1977, Sorgeloos, 1979):

a) Es 20 veces mas grande y aumenta 500 veces mas en peso que los
nauplios recién eclosionados (Reeve, 1963).
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b) Su valor nutritivo cambia considerablemente durante el crecimiento: el
contenido de lipidos disminuye de un 20% a menos del 10% del peso seco, y el
contenido de proteinas incrementa de 42% a mas del 60% (Von Hentig, 1971;
Helfrich, 1973).

¢) Hay mayor sobrevivencia, crecimiento mas rapido y mayor desarrollo de
color que al utilizar otras dietas (Hoff y Snell, 1993).

d) Los nauplios son deficientes en histidina, metionina, fenilalanina y
treonina, y la Arfemia adulta es rica en todos los aminoacidos esenciales (Stults,
1974, Gallagher y Brown, 1975; Watanabe et al., 1978; Claus et al., 1979)

e) Es un crustaceo eurihalino, euritérmico y un filtrador no selectivo,
pudiéndose alimentar de microalgas, levaduras, macroalgas, harinas, salvado de
arroz y soya, entre otras (Castro et al., 1995a).

f) Presenta una alta eficiencia de conversién alimenticia y puede cultivarse
a altas densidades (Helfrich, 1973; Sorgeloos y Persoone, 1975).

g) Presenta un periodo generacional corto.
h) Alta tasa de fecundidad (mas de 100 nauplios cada 4 dias).
i) Periodo de vida de mas de 6 meses (Nimura , 1967; lvleva, 1969).

j) Su exoesqueleto tiene un grosor de 1 micra lo que permite que se
consuma el organismo sin procesarse.

k) Hay cientos de cepas naturales de Artemia con distintas caracteristicas
(Abalde et al., 1995) y diferentes perfiles nutricionales.

2.6.-REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE Artemia

Se ha demostrado en diversas ocasiones que la calidad nutricional de la
Artemia puede modificarse a través de la dieta que se le proporcione. El alimento
mas abundante en el medio natural para Artemia son las especies de microalgas
halotolerantes como Dunaliella sp., que probablemente constituyan su dieta
principal. Otras microalgas que cumplen con sus requerimientos nutricionales se
muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 1.- Géneros de algas que se utilizan mas frecuentemente como alimento para Artemia sp.

FAMILIA GENERO
CHLOROPHYCEAE Brachiomonas sp.,, Chlamydomonas sp., Chlorella sp.,
Stichococcus sp., Nannochloris sp., Platymonas sp., Dunaliella sp.,
Stephanoptera sp.
CHRYSOPHYCEAE Chrysochromulina sp., Isochrysis sp., Sbochochrysis sp.

BACILLARIOPHYCEAE | Chaetoceros sp., Cyclotella sp., Cyclotella sp., Phaeodactylum sp.,
Rhizosolenia sp., Skeletonema sp.

CYANOPHYCEAE Spirulina sp.

Modificado de Castro ef al., 1995a.

Las proteinas de las microalgas cubren los requerimientos de nitrégeno y
aminoacidos esenciales de los organismos; la cantidad requerida esta
influenciada genéticamente y por el ambiente. La edad del organismo también es
importante, debido a que al disminuir el crecimiento, sus tasas metabdlicas y sus
requerimientos de proteina también disminuyen.

Larvas y organismos juveniles presentan mayor requerimiento de proteinas
y niveles de acidos grasos esenciales que los adultos (Teshima y Kanazawa,
1984). De manera general, se ha encontrado que la proteina dietética con un
patrén de amino acidos esenciales similares a aquel del cuerpo del organismo a
cultivar o de las proteinas de los huevos, presentan un mejor valor nutritivo para
este organismo en particular (Arai, 1981; Deshimaru, 1981).

Para los crustaceos, las microalgas con concentraciones de proteinas entre
30 y 60% del peso seco, han dado resuitados satisfactorios (Kanazawa et al.,
1982; Leger et al., 1985; Abalde et al., 1995). Hanaoka (1973) y Sick (1976)
mostraron que la tasa de crecimiento de Arfemia esta positivamente
correlacionada con la cantidad de proteinas en la dieta.

Son pocos los estudios con crustaceos sobre los requerimientos de
carbohidratos. Von Hentig (1971) reporté que los carbohidratos son la principal
reserva energética para nauplios de Arfemia, mientras que durante el desarrollo
posterior de Artemia los lipidos y las proteinas son la fuente principal de energia.

Los lipidos son una fuente de energia (Holland y Spencer, 1973; Holland,
1978) y de metabolitos especificos que son esenciales para el crecimiento del
organismo, ej. acidos grasos, fosfolipidos, esteroles, hidrocarburos y alquenonas
(Brown et al., 1989). Las dietas con un 10 y 20% de lipidos generan un
crecimiento satisfactorio (Cowey y Sargent,1979; Castell ef al,, 1986; Petriella et
al., 1984).
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Asi, para este caso el aspecto mas importante de su nutricion es el
contenido y proporcidén de acidos grasos. Los requerimientos de las diferentes
especies de crustaceos no es uniforme, pero el 18:2 (n-6), 18:3(n-3), 20:5(n-3) y
22:6(n-3) pueden ser importantes (Castell, 1983).

Oftros aspectos a considerar para la nutricion de Artemia que recomienda
Castell (1983) son:

a) La relacién 6ptima proteinas:carbohidratos esta entre 1:3 y 1:5.

b) Los aminoacidos esenciales probablemente sean los mismos para
crustaceos en general.

c) Los nucledtidos y esteroles exégenos son esenciales.

d) Las vitaminas esenciales son la tiamina, nicotinamina, Ca-pantotenato,
piridoxina, riboflavina, acido folico y putrescina.

e) Los &cidos grasos poliinsaturados no son esenciales para el crecimiento
pero si estimulan la reproduccién.

2.7.- POBLACIONES DE Artemia EN OAXACA

En la costa de Oaxaca existen diferentes cuerpos de agua hipersalina en
los cuales se ha reportado la presencia de Arfemia (Tabla 2), una de ella es la
salina de La Colorada perteneciente al municipio de Santiago Astata, la cual
presenta una extension de 132 ha.

En La Colorada durante los meses de primavera (marzo a junio), es facil
encontrar en la orilla acumulaciones de quistes. Estos quistes no sélo se
evidencian en la superficie del agua, en los bordes mas externos y en las bandas
de acumulacién, sino que se encuentran también bajo las costras formadas al
cuartearse los fondos que van quedando al descubierto (Porras ef al., 1994).

En cuanto a la composicién bioquimica, la poblacion de Arfemia de la
laguna La Colorada, es muy variable, esto se debe a los distintos aportes de
alimento, asi como al estado de desarrollo del individuo, considerando que de
acuerdo a la profundidad y a los sedimentos registrados, existe gran cantidad de
materia organica finamente particulada del bentos que se acumula como detrito
en el tubo digestivo de Arfemia, de acuerdo al valor de cenizas de las muestras de
la laguna. La proteina en base al peso seco alcanzé 39.11 % como promedio y en
base al peso humedo 6.67% (Porras et al., 1994).
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Tabla 2.- Registro de salinas del Estado de Oaxaca (México), datos hasta junio de 1990.

NOMBRE MUNICIPIO SUPERFICIE (ha)
José Diego Santiago Astata 600
Ampl. Amparo Juchitan 138
La Colorada* Santiago Astata 131.8
Garrapatero* Tehuantepec 100
Laguna Grande | Tehuantepec 100
Tehuantepec*
S. de la Blanca Tehuantepec 100
Laguna Grande 2* Tehuantepec 98
Laguna Grande 3* Tehuantepec 97
Salinitas 2 Santiago Pinotepa Nacional 95
Amp. 2 Cascalote* Union de Hidalgo 88
Amp. 2 Frayle* Tehuantepec 83.6
Descabezadero Santiago Pinotepa Nacional 83
Amp. 1 Cascalote* Unién de Hidalgo 81.68
Salinitas 4 Santiago Pinotepa Nacional 74
Salinitas 3 Santiago Pinotepa Nacional 72
Amp. 1 Frayle* Tehuantepec 64.3
Pta. Agua Juchitan 50
Cascalote Union de Hidalgo 35
Sta. Cruz Juchitan 32.93
Isla de Ledn Ixhuatan 28.59
Duvaguichi Unién de Hidalgo 20
El Frayle * Tehuantepec 18
El Amparo Juchitan 18
Sn. Ramén Juchitan 15
Contreras Sn Dionisio 13.74
L.aguna Vichi Ixhuatan 12.48
Tinongo Ixhuatan 11.98
Conchalito Ixhuatan 9.46
IV Mezquite Ixhuatan 9
S. Lodo Sn Dionisio 6.92
Yucla Juchitan 6
Huelahuichana Union de Hidalgo 6
Buena Vista San Dionisio 3.92
Suvacina Xandani 0.90

*salinas con presencia de Artemia registrados en 1993-1994 (Porras et al., 1994).

Estos autores reportan un tamafo para quistes no tratados de 212.3 a
215.4 ym para quistes no tratados, y para quistes descapsulados de 184.2 a
189.5 ym. EIl tamafio de nauplio recién eclosionada varidé entre 450 y 463 pm
(Porras et al., 1994).

Posteriormente Castro y colaboradores (1995b) indican que para Artemia
de la salina La Colorada el tamafio de los quistes hidratados y descapsulados
presentan un didmetro de 240 ym y 225 pm respectivamente; la talla del nauplio
recién eclosionado es de 432 um. Estas dimensiones son favorables para su
utilizacién como alimento de larvas, ya sea de peces o crustaceos.
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El periodo de vida es de 65.2 dias; después de 25 dias de haber nacido los
organismos alcanzan su etapa reproductiva, la cual tiene una duracién
aproximada de 35 dias. La reproduccién es sexual, las hembras en promedio,
presentan 10 puestas, con una produccién promedio total por hembra de 60
nauplios y 6.7 quistes (Malpica ef al., 1996).

Los quistes de Arfemia de La Colorada presentan un porcentaje y una
eficiencia de eclosién bajos: 27.75% y 67,879 org/g respectivamente.
Sometiéndolos a un proceso de descapsulacion, estos valores se incrementan a
89.33% y 235,504 org/g respectivamente (Castro ef al,, 1995b).  Experiencias
previas han obtenido un porcentaje de eclosién que fluctia entre 63.47 y 92.29 %,;
y la eficiencia de eclosion fue de 50,880 a 113,128 org/g, con una tasa de
sincronia entre 4.0 y 4.7 (Porras et al., 1994). Malpica y colaboradores (1995,
1996) recomiendan hacer cruzas de la poblacién de Artemia de La Colorada con
la poblacién de Artemia del Gran Lago Salado, Utah, ya que el potencial
reproductivo de las hembras aumenta notablemente, obteniéndose en promedio
total por hembra 1,478 nauplios y 1,425 quistes, esto es un 246% y 2,126%
respectivamente. Se ha calculado que si la poblacién silvestre se cultiva, se podria
obtener una produccion bimestral por hectarea de 1,500 kg de biomasa (peso
huimedo) y 237 kg de quistes (peso seco).
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lil.- JUSTIFICACION

La demanda mundial de quistes de Arfemia ha ido aumentando con el paso
del tiempo, en 1985 fué de 85 t y se espera que en el afio 2000 la demanda de
quistes alcance las 170 t debido al creciente desarollo de las plantas de cultivo de
peces y crustacéos (Abalde et al. 1995).

El estado de Oaxaca tiene un gran potencial para el desarrollo de
actividades acuiculturales en su linea costera, contando con 597 km y 61 lagunas
estuarinas, cuya extension es de 106,000 ha representando el 6.8% a nivel
nacional. Estas condiciones son interesantes para los acuicultores e
inversionistas, propiciando en este rubro una politica de apoyo a los sectores
social y privado, por lo que se prevé un fuerte desarrollo de esta actividad en los
préximos afos.

Uno de los aspectos a considerar para el desarrollo de un cultivo es la
alimentacion, sobre todo en las primeras etapas del desarrollo del organismo. Los
acuicultores generalmente utilizan microalgas y lotes de Arfemia importados,
encareciendo con ello significativamente el desarrollo de su cultivo. El utilizar
microalgas y cepas de Arfemia regionales, permite por un lado tener cepas que
soporten las condiciones climaticas de la zona, facilitando con ello su cultivo y por
otro lado ayuda a disminiur los costos de produccion. )

En Oaxaca se cuenta con 34 salinas que abarcan una superficie de
1,319.89 ha, en nueve de ellas se ha reportado la presencia de Artemia, siendo la
Laguna de La Colorada una de ellas. Sin embargo, se carece de informacion
respecto a la calidad de los quistes, perfil de acidos grasos, requerimientos
nutricionales, densidad y estructura poblacional, etc. Esta falta de informacién
repercute en la subutilizacion del recurso, por lo que este trabajo pretende ser un
primer acercamiento que permita conocer la potencialidad de esta cepa particular
de Artemia respecto a una cepa comercial.

Justificacién
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IV.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la calidad nutricional de tres especies de microalgas cultivadas en
medio f/2 y medio MIII, utilizandolas como alimento para dos cepas de Artemia.

OBJETIVOS PARTICULARES:

a) Conocer la tasa de crecimiento de Chaetoceros sp., Neochloris
oleoabundans y una microalga aislada de la salina "La Colorada" que seran
cultivadas en dos medios de cultivo: medio f/2 y un medio a base de fertilizantes
agricolas (MHI).

b) Determinar el contenido de proteinas, lipidos totales y carbohidratos de
las microalgas durante el inicio de la fase estacionaria de crecimiento en ambos
medios de cultivo.

c) Evaluar en las dos cepas de Arfemia alimentadas con las tres
microalgas, la sobrevivencia desde la fase de nauplio hasta la fase de adulto,
tasa de crecimiento, duraciéon de los estadios nauplio, metanauplio y juvenil,
tiempo total entre eclosion y el inicio de la reproduccién y produccién de progenie.

d) Evaluar la calidad nutricional a través de analisis quimicos proximales en
dos cepas de Arfemia en estado adulto al alimentarlas con diferentes microalgas.

Objetivos
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V.- AREA DE COLECTA

La laguna La Colorada se encuentra ubicada en el municipio de Santiago
Astata al oeste del puerto de Salina Cruz en las coordenadas 15°57'10" a
15057'50" LN y 95033'30" a 95034'38" LO en un clima A(wo)(w)ig (Garcia, 1973),
que corresponde a un clima de tipo calido subhiimedo con lluvias en verano e
invierno seco. La precipitacion media anual es de 817.7 mm. La temperatura
ambiente, en la franja costera en veinte afios esta entre 42°C como maximo
extremo y 12.6°C como minimo extremo. El grado de insolacion es elevado, con
una media anual de 2,400 horas, siendo el mes de agosto el que registra una
insolacién menor con 180 horas (Tamayo, 1976).

El area aproximada es de 131.8 ha en tiempo de estiaje con una
profundidad de 0.4 m. En temporada de lluvias, el area alcanza una superficie de
176.6 ha con una profundidad promedio al centro de la laguna de 0.6 m. En los
margenes se encuentra vegetacién secundaria de selva baja caducifolia, su
abertura al mar se encuentra cerrada en época de estiaje y cuenta con dos
canales naturales, que en época de lluvias aportan agua dulce al sistema y un ojo
de agua permanente (Porras et al., 1994).

El sistema es altamente oligotrofico, donde existe una baja productividad
primaria y condiciones hipersalinas alcanzando niveles de hasta 160 %/
(Secretaria de Pesca, 1990).

La laguna La Colorada actda como un almacén de depésito evaporador de
salmueras, ya que en algunos margenes litorales se han construido tanques de
concentracion y cristalizacion de diferentes tamanos utilizando maderas y arcilla a
manera de bordos, su dimension varia de 100 m de ancho a 300 m de largo y de
40 a 60 cm de profundidad (Porras ef al., 1994).

Area de colecta
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17

VI.- METODOLOGIA

6.1.- ORIGEN DE LAS CEPAS DE MICROALGAS
Y CONDICIONES DEL CULTIVO

6.1.1.- Cepas

Chaetoceros sp.: donada de la coleccion de algas del departamento de
Acuicultura del CICESE en Ensenada, B.C. Clave CH-X-1. Aislada por Trujillo-
Valle (1993) de la Bahia de Todos Santos, B.C. México.

Neochloris oleoabundans: proviene de la coleccion de algas del Departamento de
Biologia Experimental del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste en
La Paz, B.C.S. Aislada por Chantanachat y Bold (1962) de una localidad de
Arabia Saudita localizada entre los 21°15°latitud norte y 55°15°longitud oeste.

Cepa aislada: identificada tentativamente a nivel genérico como Dunaliella sp.
(Gonzalez-Esparza, CICESE, com. pers.) colectada de la salina La Colorada,
Santiago Astata, Oax. Aislada por Band-Schmidt (1994).

6.1.2.- Aislamiento de Dunaliella sp.

Se tomaron muestras de fitoplancton en la salina La Colorada, filtrando 50
/de agua a través de una red de 100 um de luz de malla. Una alicuota de las
muestras se inocularon inmediatamente en un medio estéril de enriquecimiento f/2
(Guillard y Ryther, 1962), con el fin de mantener e incrementar el numero de
organismos. A las 72 horas se volvieron a inocular en el mismo medio de cultivo
realizando diluciones sucesivas. También se realizaron siembras en medio
solidificado con agar al 1% para tratar de lograr el aislamiento por ambos
métodos. Las condiciones iniciales de incubacién fueron: temperatura 20+2°C,
iluminaciéon continua con lamparas de luz de dia de 75 W y agitacién manual cada
24 horas.

6.1.3.- Medios de cultivo

El medio f/2 solidificado se empled solamente para el aislamiento de la
microalga, el cual se preparé agregando agar al 1% y glucosa al 2%.

Se utilizé medio f/2 (Guillard y Ryther, 1962) que consiste en una base
nitrogenada, sales, elementos traza y vitaminas disueltas en agua de mar filtrada y
otro medio no convencional basado en fertilizantes agricolas para el cual se tomé
como referencia el medio Mlll (Trujillo-Valle, 1992) (ver anexo).

Metodologia
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6.1.4.- Condiciones del cultivo

Temperatura 20 + 2°C; iluminacion continua utilizando lamparas de luz de
dia de 75 W; aireacién constante; pH 8 y salinidad a 35 /.

6.2.- CURVAS DE CRECIMIENTO

Para obtener las curvas de crecimiento de las microalgas, se tomaron
muestras diarias de 3 experimentos independientes durante 7 dias. Se realizaron
cuentas directas en un hematocitémetro determinando el nimero de células por
mililitro y se ajustaron al modelo logistico de crecimiento. Las tasas de crecimiento
se obtuvieron con los valores de densidades de los primeros dias del cultivo que
se ajustaron a un modelo lineal. Con los valores obtenidos de la densidad celular
se determind el tiempo de generacion y el nimero de generaciones aplicando las
siguientes férmulas:

Tiempo de generacién (g): g =0.6931/Ke
Nuamero de generaciones (n): n=1t/g

(Guillard, 1973).
Donde :

t = tiempo (Dias).
Nt = tamafio de la poblacion en el tiempo t (cel/ml).

Para la alimentacion de las cepas de Artemia se empled la técnica de
cultivo semicontinuo para el cultivo de las microalgas, utilizando -cultivos
terminales de volumenes progresivamente crecientes desde 100 ml en matraces
Erlenmeyer hasta los de nivel productivo (garrafones de 18 /con 10 /de cultivo),
que se mantuvieron con una tasa de dilucién del 20% durante 15 dias.

6.2.1.- Raciones

Para alimentar a Artemia, se tom6 como referencia las raciones diarias que
empleo Correa-Sandoval (1991).

Metodologia
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Tabla 3: Raciones diarias de alimento para Artemia franciscana alimentada con Chaetoceros sp.,
Dunaliella sp. y N. oleoabundans.

EDAD DE LA Artemia Raciodn diaria

~(dias) (cel x 10° por organismo)

1 150

2,34 300

56 450

7 600

8 750

9 1120

10,11 1140

12,13 1800

14,15 2160

16,17 2520

dias subsecuentes 2750

6.3.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE MICROALGAS

6.3.1.- Biomasa

Para determinar el peso seco se filtraron 25 ml del cultivo a través de una
membrana de fibra de vidrio GF/C con un diametro de poro de 45 um, la cual fue
puesta a peso constante. Las muestras se colocaron en una estufa a 60°C
durante 24 horas y posteriormente se colocaron en un desecador por 30 minutos.

6.3.2.- Paquete celular

Se concentraron 25 ml del cultivo a 4,000 rpm durante 10 minutos y se
lavaron 2 veces con una solucidn isotonica, obteniendo con ello una pastilla
celular, descartandose el sobrenadante.

La pastilla celular obtenida se resuspendié en 3 ml de una mezcla de
cloroformo-metanol (1:2). Se agitd vigorosamente, se tap6 la muestra y se dejé en
refrigeraciéon durante 24 horas. Posteriormente se centrifugé a 4000 rpm durante 5
minutos separando el paquete celular de la mezcla cloroformo-metanol. El
paquete celular se lavdé 3 veces con la misma mezcla, agitandola cada vez y
separando la mezcla. El paquete celular se utilizé para determinar el contenido de
carbohidratos y proteinas.

Metodologia
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6.3.3.- Proteinas y carbohidratos

El paquete celular se suspendié en 1 ml de agua destilada, se agitd
vigorosamente y se separ6 en 2 alicuotas de 0.5 ml. A una de éstas partes se le
agregaron 3 ml de HCI (2N) y a la otra 3 ml de NaOH (1N), se taparon las
muestras y se colocaron en un bario a ebullicion a 100°C durante 1 hora (Kochert,
1978). El hidrolizado acido se utilizé para determinar el contenido de carbohidratos
(Yemm y Willis, 1954) y el hidrolizado basico para determinar el contenido de
proteinas (Lowry et al. 1951).

6.3.4.- Lipidos totales

A la fase cloroformo-metanol se le anadié agua destilada para romper el
equilibrio cloroformo-metanol, obteniendo con ello 2 fases: la cloroférmica
conteniendo los lipidos, y la fase metanol-agua o fase acuosa. La fase
cloroférmica anterior se colocé en un papel filtro Whatman No.1 de 5.5 cm de
diametro con sulfato de sodio anhidro para eliminar por completo el agua. La
muestra se concentré en un rotavapor y se pasé a unos viales previamente
lavados con agua destilada, etanol y cloroformo, secados en una estufa a 60°C y
pesados. Los viales se volvieron a secar con la muestra en una estufa a 60°C y
por diferencia de peso se obtuvo el contenido de lipidos totales (Kates, 1982).

6.4.- OBTENCION DE NAUPLIOS DE Artemia

En el tratamiento que se les dio a los quistes hasta la obtencién de nauplios se
considerd las recomendaciones de Sorgeloos ef al,. 1986.

6.4.1.- Colecta de quistes

Los quistes empleados se colectaron en la salina La Colorada, Oaxaca
(Fig. 1). Para ello se utilizd una red de doble malla de 500 pm y 120 um. Para
eliminar deshechos de los quistes se tamizé el producto recogido a través de
mallas de 1 mm, 0.5 mm y 0.15 mm. Los quistes recolectados se transportaron en
un recipiente cerrado.

6.4.2.- Lavado de quistes

Los quistes se lavaron minuciosamente con agua dulce para eliminar los
restos de sal. Utilizando una luz de malla no superior a 150 um. Esta fase de
lavado duré de 5 a 10 minutos.

Metodologia
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6.4.3.- Secado

Después del tratamiento con agua dulce se esparcieron los quistes en
capas finas uniformemente sobre charolas. Las charolas se colocaron al aire libre
bajo techo. El secado se complet6 en una estufa a 35-38°C durante 3 horas.

6.4.4.- Hidratacion de los quistes

Se pesaron 5 g de quistes y se incubaron en recipientes conicos de plastico
de 1 / durante 2 horas en agua de mar (35 %), 25°C, aireacién constante,
iluminacién con lamparas de 75 W'y pH 8-9. Tan pronto como todos los quistes se
hidrataron, se transfirieron a una solucién de hipoclorito de sodio al 25%.

6.4.5.- Descapsulacion

Los quistes se descapsularon en una solucién de hipoclorito de sodio al
25% durante 7 minutos con movimientos manuales constantes hasta que
obtuvieron una coloracién naranja. Se enjuagaron en un flujo de agua continua en
tamices de 100 um hasta que los huevos perdieron el olor a cloro.

6.4.6.- Incubacién

Los quistes descapsulados se dejaron eclosionar durante 24 horas en
recipientes conicos de plastico de 1 / con agua de mar a 35 %, aireacion e
iluminacion constante y una temperatura de 21 + 1°C.

6.4.7.- Nauplios

Los nauplios se mantuvieron a una densidad de 1 organismo/ml (1000
organismos por recipiente de 1 /) con agua de mar a 35 °,, y a una temperatura
de 21+1°C y aireaciéon continua. En ésta etapa se inici6 la alimentaciéon con las
microalgas, hasta la obtencion de la progenie en fase adulta.

6.5.- CONTROL DE ORGANISMOS Y SOBREVIVENCIA

Se colocaron 6 acuarios de 1 litro por tratamiento con una densidad inicial
de 1 organismo por mililitro para cada tratamiento. Los primeros 3 acuarios se
utilizaron para observar el crecimiento, el nimero de parejas formadas y la
produccion de progenie. Los otros 3 se utilizaron para llevar a cabo los analisis
bioquimicos y determinar la sobrevivencia. Los organismos se empezaron a
alimentar al primer dia después de la eclosién. El alimento se suministré en
concentraciones progresivamente mayores segun la edad de los organismos
(Correa-Sandoval, 1991). Las demas condiciones del cultivo fueron: temperatura,
21+1°C, salinidad 35 °/,, y aireacién constante. Diariamente se registrdé la
temperatura con un termémetro de mercurio de -10°C a + 120°C con presicion de
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1°C, la salinidad con un refractémetro y el pH con potenciémetro manual Corning
pH108, antes de efectuar un cambio total de agua.

A partir del primer dia y cada segundo dia se tomaron muestras de 10
organismos mediante sifoneo de cada uno de los 3 primeros recipientes, con la
finalidad de medir su longitud total y determinar el crecimiento por estadio. Las
muestras se fijaron con una solucion de formol al 4%.

Los organismos de los recipientes 4, 5y 6, se cosecharon en el dia que se
observé la primera formacién de parejas, se evalué la sobrevivencia y los
organismos fueron lavados con agua destilada y preservados mediante
congelacion para determinar su composicion bioquimica.

6.6.- FORMACION DE PAREJAS Y PRODUCCION DE PROGENIE

La evaluacion de formacién de parejas en los tres primeros recipientes se
hizo de la siguiente forma: cada 24 horas las parejas de cada recipiente se
transfirieron a recipientes diferentes, hasta que el nimero de parejas formadas,
después de alcanzar su maximo nimero disminuyé. La produccién de crias se
contabilizé en cada recipiente, durante las 72 horas posteriores a la aparicion de
la primera pareja, con la finalidad de evaluar la produccién diaria por pareja
siguiendo las recomendaciones de Arriaga-Haro (1993).

6.7.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE Artemia

6.7.1.- Recolecta de adultos

La recolecta de los adultos se realizé6 una vez que se observd la primera
formacién de pareja. Se filtraron y se lavaron con agua destilada e
inmediatamente se colocaron a peso constante para realizar las determinaciones
posteriores.

6.7.2.- Biomasa

Para determinar el peso seco se tomé 0.5 g de base himeda de la muestra
y se coloco sobre papel aluminio a peso constante; las muestras se colocaron en
una estufa a 60°C durante 12 horas, se enfriaron en un desecador y se volvieron a
pesar.

Metodologia



23

6.7.3.- Proteinas, lipidos y carbohidratos

El contenido de proteinas se determind por el método de Macrokjeldal
(AOAC, 1990), el contenido de lipidos por el método de la AOAC (1990) y el
contenido de carbohidratos se obtuvo por el método de Antrona (Yemm y Willis,
1954).

6.8.- TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se aplicaron las pruebas de Bartlett y Kolmogorov-Smirnov (Sokal y Rohlf,
1979), a todos los datos obtenidos con el fin de comprobar su normalidad y
homoscedasticidad.

Las curvas de crecimiento de las cepas de microalgas cultivadas en medio
f/2 y medio MIlI se ajustaron al modelo logistico.

Se utilizé el analisis de covarianza para comparar las tasas de crecimiento
de las microalgas durante los dias que su crecimiento se ajustara a un modelo
lineal. Para ello se emplearon los datos transformados a logaritmo natural (Sokal y
Rohlf, 1981).

Para comprobar si habia una diferencia significativa entre la composicion
bioquimica de las microalgas y la composicién bioquimica de Arfemia se utilizé la
prueba de “t” de Student con un valor de significancia de « de 0.05.

Para obtener las constantes de las curvas de crecimiento de las cepas de
Artemia se utiliz6 el método de minimos cuadrados con los valores de talla
transformados a logaritmo natural.

Finalmente, para determinar diferencias significativas en la sobrevivencia,
tallas, produccion total de nauplios y total de parejas de ambas cepas de Artemia
alimentadas con las diferentes dietas se aplicé un analisis de varianza bi o
trifactorial con un valor de significancia de « de 0.05, realizando previamente una
transformacion arcoseno de los datos que se expresaban en porcentaje.

Metodologia
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VIl.- RESULTADOS
7.1.- CULTIVOS DE MICROALGAS

7.1.1.- Aislamiento

Se aisld una microalga verde unicelular de la salina La Colorada
identificAndose tentativamente a nivel genérico como Dunaliella sp.

7.1.2.- Curvas de crecimiento

En la figura 2 se muestra la curva de crecimiento ajustada al modelo
logistico hasta el inicio de la fase estacionaria de Chaetoceros sp. cultivada en los

medios f/2 y Mill expresados en nimero de células por mililitro (cel/ml x 106). En
el medio /2 la densidad maxima se alcanza al cuarto dia del cultivo con un valor

de 2.38 x 10° + 0.62 x 10° cel/ml observandose una disminucién en la densidad
del cultivo en los dias posteriores. En el medio Mill la densidad mas alta se

presenta al noveno dia del cultivo con un valor de 1.73 x 10° + 0.24 x 10° cel/m.

Cel./mi x 106

Tiempo (Dias)

m Valores observados (Medio f/2) —a— Valores calculados (Medio f/2)
O Valores observados (Medio Mill) - - Valores calculados (Medio Mill)

Figura 2: Concentracion celular de Chaetoceros sp. cultivada en medio f/2 y medio Mil. Valorgs
calculados y observados. Modelo medio /2; y = 2.077.85/{(1+2.285)(exp(1.26*x)}; Modelo medio
MIll: y = 1684.94/{(1+15.59)(exp(0.7455*x)}.

En la figura 3 se muestra la curva de crecimiento de Dunaliella sp. ajustada
al modelo logistico en los medios /2 y Miil. En el medio /2 la mayor densidad se

registra al décimo dia del cultivo con una concentraciéon de 1.78 x 10° + 0.41 x 10°

Resultados
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m Valores observados (Medio f/2) —m—~ Valores calculados (Medio f/2)
o Valores observados (Medio Mill)-3 - Valores calculados (Medio M)

Figura 3: Concentracién celular de Dunaliella sp. cultivada en medio f/2 y medio MIl. Valores
calculados y observados. Modelo medio f/2: y = 1925.44/{(1+17.64)(exp(0.5406*x)}; Modelo medio
Mill: y = 846.47/{(1+23.04)(exp(0.8532*x)}.

La curva de crecimiento ajustada al modelo logistico de Neochloris
oleoabundans en los dos medios de cultivo se observan en la figura 4. Al ajustar
los datos al modelo logistico no se observa el inicio de la fase estacionaria, sin
embargo al graficar las medias de las tres réplicas de los datos observados, la
fase estacionaria en medio /2 se presenta al 15avo dia con una concentracién de

6.78 x 10° + 2.09 x 10° cel/ml. En MIll la fase estacionaria de crecimiento se

observa a los diecisiete dias con una concentracion de 4.42 x 10° + 0.19 x 10°
cel/ml.

Resultados
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10

Cel/ml x 10"6

Tiempo (Dias)
0O Valores observados (Medio M) —8 - Valores calculados (Medio MIII)
® Valores observados (Medio f/2) -~ Valores calculados (Medio /2)

Figura 4: Concentracién celular de N. oleoabundans cultivada en medio f/2 y medio MIll. Valores
calculados y observados. Modelo medio /2: y = 5519.87/{(1+73.06)(exp(0.3752*x)}; Modelo medio
MIII: y = 5733.60/{(1+66.71)(exp(0.2789*x)}.

Para comparar las tasas de crecimiento de las cepas de microalgas
cultivadas en medio f/2 y medio MIll, se realizd una regresion lineal con las
densidades de los primeros dos dias para Chaetfoceros sp. cultivada en medio f/2
y hasta los tres dias para esta misma cepa en medio MIll. En el caso de Dunaliella
sp. se utilizaron los tres primeros dias y para N. olecabundans los primeros nueve
dias para ambos medios de cultivo. Los modelos obtenidos de la regresion lineal
para las tres cepas se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Modelo lineal del logaritmo natural de las concentraciones celulares de Chaetoceros sp.,
Dunaliella sp. y N. oleoabundans cultivadas en medio f/2 y medio MIIi.

CEPA MEDIOQ /2 MEDIO Mlll
Chaetoceros sp. y = 0.235+0.4354x y = -1.434+0.8733x
Dunaliella sp. y =-1.655+0.6584x y = -2.955+1.848x.
N. oleoabundans y =-3.586+1.715x y =-4.221+1.705x

Los modelos obtenidos de cada cepa en ambos medios de cultivo se
compararon mediante un analisis de covarianza utilizando el logaritmo natural de
los datos observados (Tablas 5, 6 y 7). En las tres cepas se observa que existe
una diferencia significativa entre las tasas de crecimiento en los primeros dias del
cultivo entre el medio /2 y medio Mill.

Resultados
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Tabla 5: Analisis de covarianza de la densidad celular de Chaefoceros sp. cultivada en medio f/2 y
medio MIll del primer dia hasta el segundo y del primer dia hasta el tercero respectivamente.

GRADODEVARIACION df SSy SPxy SSx byx ssy df ss YX msYX
Chaetoceros sp. Medio f/2 5 022 031 072 044 029 4 0.09 0.02
Chaetoceros sp. Medio Ml 8 377 161 185 087 1.41 7 2.37 0.34

Sumatoria de grupos 11 2.45 0.22

Entreb’s 1 0.10 0.10

Regr. Mezcl. 13 4 193 257 075 145 12 2.65 0.21

Medias ajustadas 1 88.98 88.98
TOTAL 14 9156 0.75 24.83 13 9.15

Grupos 1 5862 -117 O 0 0 0

Fs: 419.75, Fooor (1,12)= 18.6

Tabla 6: Analisis de covarianza de la densidad celular de Dunaliella sp. cultivada en medio f/2 y
medio Mill desde el primer dia hasta el tercero.

GRADO DEVARIACION df SSy SPxy SSx byx ssy df ss YX msYX

Dunaliella sp. medio f/2 8 148 121 185 065 0.80 7 .0.68 0.17
Dunaliella sp. medio Ml 8 739 342 185 184 632 7 1.06 0.15
Sumatoria de grupos 14 1.74 0.12
Entre b’s 1 -3.86 -3.86
Regr. Mezcl. 16 3.7 464 37 125 5381 15 -2.11 -0.14
Medias ajustadas 1 -1261 -12.61
TOTAL 1 10.07 463 279 16 2,38

Grupos 1 607 -001 022 0 6.06 0

Fs: 89.40, F0,001 (1,16)= 16.1

Tabla 7: Analisis de covarianza de la densidad celular de N. olecabundans cultivada en medio f/12 y
medio MIIl del primer dia hasta los nueve dias.

GRADODE VARIACION df SSy SPxy SSx byx ssy df ss YX msYX

N. oleoabundans medio f/2 26 4957 21.31 1241 1716 36.59 25 12.97 3.24
N. oleoabundans medio Mill 26 36.47 20.08 12.41 1.617 32.504 25 3.97 0.15

Sumatoria de grupos 48 16.94 473
Entre b’s 1 -61.15 -61.15
Regr. Mezcl. 52 2483 414 2483 166 69.03 51 -4422 -0.90
Medias ajustadas 1 -1491 -44.91
TOTAL 53 91.56 46.07 24.83 52 6.08

Grupos 1 5652 467 0 0 0 0

Fs: 49.78, Fo,om (1, 51)= 12
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En la Tabla 8 se muestran los calculos de la tasa de crecimiento

(cel/ml/dia), tiempo de generacion (dia-:hora™) y numero de generaciones por
dia. Estos datos se obtuvieron con los valores de los primeros dias que se
ajustaron al modelo lineal.

Tabla 8: Valores de tasa de crecimiento, tiempo de generacién y nimero de generaciones por dia
de Chaetoceros sp., Dunaliella sp. y N. oleoabundans, en medio /2 y medio MIli.

CEPA MEDIO DE TASA DE TIEMPO DE NUMERO DE
CULTIVO CRECIMIENTO GENERACION GENERACIONES
(Ke) (9) POR DIA
(cel/ml/dia) (dia‘1)[hora'1]
Chaetoceros sp. fi2 0.435 1.59[31.8] 1.26
Mill 0.873 0.79[18.96] 3.80
Dunaliella sp. 12 0.650 1.06[25.44] 2.83
MHI 1.84 0.37[8.88] 8.11
N. oleoabundans fl2 1.71 0.40[9.6] 22.50
Mill 1.61 0.43[10.32] 20.90

Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. presentaron una tasa de crecimiento mas
alta en medio MIll, 0.873 y 1.84 cel/ml/dia respectivamente. N. oleoabundans
presentd una tasa mayor en medio /2 con 1.71 cel/ml/dia.

El tiempo de generacion mas largo se encontré en Chaetoceros sp. en
medio /2 (31.8 h'1), seguida por Dunaliella sp. (25.44 h'1) también en medio /2.
Por el contrario N. oleoabundans presenté el tiempo de generacién mas largo en
medio MiIl con 10.32 h ™! con respecto al medio /2 (9.6 h ™).

Al cultivar a Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. en medio MIll el numero de
generaciones por dia fue mas aito que en /2 (3.80 y 8.11 respectivamente). En N.
oleoabundans ocurrié lo inverso, en medio /2 presenté 22.50 generaciones/dia y
en medio MIll 20.90 generaciones/dia.
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7.1.3.- Composicién bioquimica

Las tres especies de microalgas presentaron diferentes respuestas en
cuanto a su composicion bioquimica al cultivarse en medio f/2 y medio Mili (Tabla
9). El contenido de proteinas de Chaetoceros sp. expresados en porcentaje de
peso seco incrementd significativamente en el medio Ml con respecto al medio
f/2 de 25.5 + 7.6% a 40.2 + 1.2%. El contenido de carbohidratos no varié, y el
contenido de lipidos incrementd 2.5 veces mas en el medio MIll con respecto al
medio /2.

Dunaliella sp. presenté mayor contenido de proteinas en medio /2 (32.7%
respecto al peso seco), pero ésta diferencia no fue significativa al aplicar una
prueba "t" de Student con un o de 0.05. En el contenido de carbohidratos si hubo
una diferencia significativa siendo mayor en el medio Mill (49.3% + 3.0). El
contenido de lipidos fue 1.8 veces mayor en medio f/2 que en Chaetoceros sp.
cultivada en medio f/2.

En N. oleoabundans el contenido de carbohidratos respecto al peso seco
disminuyo significativamente en Mlll de 14.0 + 1.2% a 9.4 + 3.0%. El contenido de
proteinas incrementd de 23.1 + 5.0% a 32.2 + 12.3%, sin representar una
diferencia significativa. El contenido de lipidos en ambos medios de cultivo fue
menor que en Chaetoceros sp. cultivada en medio f/2 (1.4 veces menos en medio
f/2 y 2.2 veces menos en medio MIlI).

Tabla 9. Contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos en Chaetoceros sp., N. olecabundans y
Dunaliella sp. en medio f/2 y medio MIll (valores medios y desviacién estandar).

CEPA MEDIO DE PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS
CULTIVO (%) (%) (%)

Chaetoceros sp. f12 255+ 7.6 106 +1.0 453+ 19.9
Mili 402*+1.2 10.7+54 2.5 veces mas+

Dunaliella sp. i 32.7* 156.5*+4.8 1.8 veces mas+
Mill 275+44 49.3*+ 3.0 2.2 veces menos+

N. oleoabundans f12 23.1+50 140 +1.2 1.4 veces menos+
Miil 322+123 9.4*+3.0 2.2 veces menos+

* Diferencia significativa aplicando prueba "t" de Student con un valor de confianza de 0.05.
**Datos Unicos.
+ Estos valores son respecto al contenido de lipidos de Chaetoceros sp. en medio f/2.
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7.2.1.- Condiciones de cultivo

7.2.- CULTIVOS DE Artemia

Las condiciones fisicas y quimicas de los cultivos de Arfemia durante los
experimentos tuvieron muy poca variacion (Tabla 10); la temperatura se mantuvo
entre 20.9°C y 22.6°C, la salinidad entre 34.8 y 36.8 °/oo, con excepciéon del
experimento de Artemia de La Colorada alimentada con Chaefoceros sp. que
presentd una salinidad promedio mayor que el resto de los acuarios (38.4 /). El
pH oscil6 entre 8.06 y 8.58 en todos los acuarios.

Tabla 10.- Condiciones fisicoquimicas en los acuarios con Artemia de San Francisco y Arfemia de
La Colorada alimentados con tres especies de microalgas cultivadas en medio /2 (valores medios y
desviacion estandar).

CEPA DE
Artemia

San Francisco

f.a Colorada

DIETA

Chaetoceros sp
Dunaliella sp.
N. olecabundans

Chaetoceros sp.
Dunaliella sp.
N. oleocabundans

TEMPERATURA
(°C)

226+ 0.4
215+0.3
20.9+0.6

225+02
21.8+03
21.2+02

SALINIDAD
(*loo)

- 36.8+0.2

36.8+0.1
348+09

38.4+0.2
34.8+0.3
35.3+0.3

g
X

o 0 0
=N
[+ |+ 1+

coo
-— ek

© 0 o
o RS
4 1+ 1+

oo
Q -a -
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7.2.2.- Porcentaje de sobrevivencia

La sobrevivencia de ambas cepas de Arfemia hasta el inicio de la formacion
de parejas al alimentarlas con Chaefoceros sp. y Dunaliella sp. fue satisfactoria
(Tabla 11) con excepcién de la dieta de N. oleoabundans por lo que no se incluyo
en el analisis de los datos. El analisis de varianza de dos vias se realiz6 con la
informacién obtenida con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp., mostrando una
diferencia significativa en la interacciéon Artemia y dieta (Tabla 12, Fig. 5). Artemia
de La Colorada presentdé una mayor sobrevivencia al alimentarse con
Chaetoceros sp. (69 + 16%) que con Dunaliella sp. (44 + 7%), ésta diferencia fue
significativa al comparar el arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de
sobrevivencia (Fig. 6) mediante el analisis de varianza con un o« de 0.05. En
Artemia de San Francisco se observd lo contrario, presentandose una mayor
sobrevivencia al alimentarse con Dunaliella sp. (66 + 1%) y menor con
Chaetoceros sp. (61 + 1%), sin embargo no fue significativamente diferente.

Al alimentar a las cepas de Artemia con N. oleoabundans hubo una
mortalidad muy alta al inicio del experimento y no se liegd a la etapa de adulto.
Con Artemia de San Francisco al quinto dia del cultivo hubo una sobrevivencia de
1+ 1% y con Arfemia de La Colorada el porcentaje de sobrevivencia al sexto dia
fue de solo 2 + 1%.

Tabia 11: Porcentaje de sobrevivencia de la Artemia de La Colorada y Arfemia de San Francisco al
alimentarlas con tres especies de microalgas hasta el inicio de la formaciéon de parejas (valores
medios y desviacion estandar).

CEPA DE SOBREVIVENCIA
Artemia (%)
Chaetoceros sp  tiempo Dunaliella sp. tiempo N. oleoabundans Tiempo
(dias) (dias) (dias)
San Francisco 61+2% 14 66 + 1% 11 1+1% 5
La Colorada 69 +16% 11 44 + 7% 10 2+1% 6

Tabla 12: Analisis de varianza de dos vias para el arcoseno del porcentaje de sobrevivencia de
Artemia de San Francisco y La Colorada alimentadas con las dietas de Chaetoceros sp. y Dunaliella
sp. con un valor de confianza de 0.05.

Fuente

de variaciébn  g.l. S.C. C.M. F P
Artemia 1 36.1227 36.1227 1.141300 0.316551
Dieta 1 114.7008 114.7008 3.623984 0.093437
Artemia-Dieta 1 255.5787 255.5787 8.075033 0.021756*
Error 8 253.2039 31.6505
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F(1,8)=8.08; p<.0218
60

58
56

54
52 -

50
48
46

44

ARCSEN %SOBREVIVENCIA

42

40

—O—- Artemia S. Francisco

38 -~ Artemia La Colorada

Chaetoceros sp. Dunaliella sp.
DIETA

Figura 5.- Arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de sobrevivencia hasta el inicio de la
formacién de parejas en la Artemia San Francisco y Artemia de La Colorada alimentadas con
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp con un valor de confianza de 0.05.

7.2.3.- Crecimiento

El incremento de talla de Arfemia de La Colorada y San Francisco
alimentadas con las tres dietas hasta la fase adulta se muestra en la Tabla 13. La
Artemia de San Francisco con las dietas de Chaetoceros sp. y Dunaliella sp.
alcanza la etapa adulta después del noveno dia, por el contrario Arfemia La
Colorada con la dieta de Dunaliella sp. alcanza al noveno dia la madurez
reproductiva y al séptimo dia presenta una talla de 2.5 + 0.27 mm.

Los metanauplios sobrevivientes de ambas cepas de Artemia alimentadas
con N. oleoabundans al quinto dia sélo alcanzaron una longitud de 0.9 mm,
longitud que alcanzan e incluso rebasan al segundo dia al ser alimentarlas con
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp., por ello no se incluyeron en los analisis
estadisticos que a continuacion se presentan.
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Tabla 13: Tallas y estadios de Artemia de San Francisco y Artemia de La Colorada alimentadas con tres dietas, hasta el noveno dia de cultivo.

D | E T A
CEPADE EDAD Chaetoceros sp. Dunaliella sp. N. oleoabundans
Artemia (dias)
TALLA ESTADIO | TALLA ESTADIO TALLA ESTADIO
(mm) (mm) (mm)
1 0.64 +0.05 n 0.65+0.05 n 0.64 + 0.07 n
3 1.00 + 0.03 mn 1.44 + 1.02 mn 0.69 +0.07 n
San Francisco 5 150+ 0.09 mn 1.40 + 0.07 pm 0.98 +0.08 mn
7 2.60+0.11 pm 2,09 +0.03 pm -
9 3.40+0.30 pm 3.01+0.43 pm -
1 0.32 +0.09 n 0.32+0.10 n 0.56 + 0.01 n
3 0.98 +0.02 pm 0.83 + 0.07 mn 0.60 +0.02 n
La Colorada 5 1.31+0.11 pm 1.52 + 0.11 pm 0.90 + 0.09 mn
7 2.06 + 0.08 pm 25+0.27 pm - --
9 2.72+0.22 pm -—

n: nauplio; mn: metanauplio; pm: postmetanauplio.
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Para realizar el andlisis de varianza de las dos cepas de Artemia
alimentadas con la dieta de Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. se transformaron los
valores de talla expresados en micras a logaritmo natural. Se transformaron
debido a que la varianza tiende a aumentar conforme la media (son
heteroscedasticos). Esta transformacion corrige esa desviacion. El resultado del
analisis trifactorial se muestra en la tabla 14, mostrando una diferencia
significativa en el tiempo, en la interaccion Artemia-dieta, dieta-tiempo y en la triple
interaccion (cepa de Arfemia, dieta y tiempo). Esto se observa también en las
figuras 6y 7.

Tabla 14: Analisis de varianza triple para las tallas (um) transformadas a In de las cepas de Artemia
con las dietas de Chaefoceros sp. y Dunaliella sp. durante siete dias con un valor de confianza de
0.05.

Fuente de
variacion 9.l S.C. C.M. F P
A 1 0.095143 0.095143 2.567349 0.111555
B 1 0.104540 0.104540 2.820919 0.095482
c 3 31.45730 10.48576 282.9472 0.000000*
AB 1 0.494273 0.494273 13.33744 0.000377*
AC 3 0.395258 0.131752 3.555208 0.016299*
BC 3 0.121240 0.040413 1.090518 0.355655
ABC 3 5.246731 1.748910 47.19248 0.000000
Error 128  4.743563 0.037059

Donde: A- Artemia, B-Dieta, C-Tiempo.

Con la dieta de Chaetoceros sp. se observa en la grafica de interaccion
(Fig. 6) que Artemia de San Francisco presenta tallas mayores que la Arfemia de
La Colorada, principaimente en el tercer y quinto dia. Al alimentarlas con
Dunaliella sp. (Fig. 7) Artemia La Colorada al quinto y séptimo dia del cultivo
presenta una talla mayor que Artemia de San Francisco.
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Figura 6: Grafica de interaccion de dos vias de la talla de Arfemia de San Francisco y Artemia de La
Colorada hasta los nueve dias de edad alimentadas con Chaetoceros sp. con un valor de confianza

de 0.05.
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F(3,194)=1,55; p<,2040
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-0 Arternia La Colorada

Figura 7: Grafica de interaccién de dos vias de la talla de Arfemia San Francisco y Artemia La
Colorada hasta los siete dias de edad alimentadas con Dunaliella sp. con un valor de confianza de

0.05.
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Al graficar el In de las tallas expresado en micras (Figs. 8 y 9) no se
observa una diferencia significativa en Arfemia San Francisco con ambas dietas.
También se aprecia que el crecimiento de ambas cepas de Arfemia es de tipo
exponencial, ya que aparecen como lineas rectas. Por ello se considero
conveniente realizar un analisis de covarianza con el fin de comparar las
pendientes de cada cepa de Artemia con ambas dietas.

In (talla um)
[4,]
1
1
1
i
1
1
'
1
1
1
[
1
1
|
|
|
1
'
|
1
]
|
I
1
1
|
|
1
i
!
1
]
]
]
]
|
I
!
I
1
1
1
1
|
1

Tiempo (Dias)

-m8- Chaetoceros sp. -3 Dunaliella sp.

Figura 8: Logaritmo natural de la talla en micras de Arfemia San Francisco alimentada con
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp.

Resultados



37

In talfa (um)
o
L

Tiempo (Dias)

- Artemia San Francisco {3 Artemia La Colorada

Figura 9: Logaritmo natural de la talla en micras de Artemia La Colorada alimentada con
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp.

El resumen de los analisis de regresion hasta el dia siete para ambas
cepas de Artemia con las dos dietas se presentan en la tabla 15.

Tabla 15: Analisis de regresion realizado con los datos ajustados al modelo exponencial para todos
los tratamientos hasta el dia siete con un valor de confianza de 0.05.

Cepa de Artemia Dieta F[1,n-2] P
San Francisco Chaetoceros sp. 433.85 3.45E-37
San Francisco Dunaliella sp. 980.27 7.52E-52

La Colorada Chaetoceros sp. 365.41 3.82E-32
La Colorada Dunaliella sp. 611.14 6.62E-44

En la figura 10 se presenta la regresion exponencial de Artemia San
Francisco con las dietas de Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. El analisis de
covarianza correspondiente indica que no existe una diferencia importante en la
velocidad de crecimiento pero si en las tallas alcanzadas siendo mayor con la
dieta de Chaetoceros sp. para Artemia de San Francisco. Artemia la Colorada a

partir del quinto dia presenta tallas mayores con la dieta de Dunaliella sp. (Fig.
11).
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Figura 10: Regresion exponencial de Artemia San Francisco alimentada con Chaetoceros sp. y

Dunaliella sp.
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Figura 11: Regresion exponencial de Arfemia La Colorada alimentada con Chaetoceros sp. y

Dunaliella sp.
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Las tablas 16 y 17 resumen el analisis de covarianza efectuado con las

curvas de crecimiento hasta los siate dias de edad Maostrando aiie evisten
i VEAD A Vi iiiiviiity 1idold Vo oiviv Uido uw Cudau. vivou dailiuu 4uc TAIoWwCIt

diferencias significativas en las tallas alcanzadas entre ambas cepas de Artemia
con la dieta de Dunaliella sp. y en Artemia La Colorada al alimentarse con ambas
dietas.

Tabla 16: Analisis de covarianza de los modelos obtenidos hasta los siete dias de cultivo con un
nivel de confianza de 0.05.

Cepa de Dieta SCx SPxy SCy b SC gl SC CMyx F P a
Artemia exp. n.ex.

San Chaetoceros sp. 198.97 4214 969 02118 893 37 076 0021 4339 3.4e-37 62625
Francisco

San Dunalieflasp. 39464 8152 1847 02066 1684 95 163 0017 9803 75e-52 6.1864
Francisco

La Colorada Chaetocerossp. 350.31 69.06 16.71 0.1971 1362 83 3.09 0.037 3654 3.8e-32 6.2060
La Colorada Dunaliella sp. 403.00 97.31 27.27 0.2415 2350 98 3.77 0.038 6111 6.6e-44 6.0838

Regr.Mezcl. 313 925 0.030
Entre b’s 3 0.42 0.141 4.8 2.8e-3
Regr. comun 1346.92 290.04 7214 0.2153 6246 316 9.68 0.031 2039.3

Tabla 17: Valor del estadistico “q" y significancia de la comparacién entre cada par de pendientes.

LC-Chaetoceros sp. | SF-Dunaliella sp. | SF- Chaetoceros sp. | LC-Dunaliella sp.
LC-Dunaliella sp. 181 193 135
SF-Chaetoceros sp. 120 132 2.643
SF-Dunaliella sp. 178 0.631 4.165*
LC-Chaetoceros sp. 1.116 1.303 4.408*
Donde: *Diferencia significativa menor a 0.01; LC= Artemia La Colorada; SF= Arfemia San
Francisco.

De esta forma se presentan los siguientes grupos, resaltando el hecho de
que la Artemia de San Francisco alimentada con Chaetoceros sp. se encuentra en
una posicioén intermedia, es decir no manifiesta diferencia significativa con ninguno
de los otros tratamientos.

LC-Chaetoceros sp. | SF-Dunaliella sp. | SF-Chaetoceros sp. | LC-Dunaliella sp. |
Valores de la 0.1971 0.2066 0.2118 0.2415
pendiente b

Por ultimo se obtuvo la regresion exponencial (Tabla 18) y el analisis de
covarianza de dos de los tratamientos, para los cuales se obtuvieron datos
complementarios hasta los nueve dias de edad (Tabla 19). Estos resultados son
interesantes porque son la prolongacion de dos de los experimentos analizados
anteriormente, sirviendo principalmente para confirmar que no existe diferencia
significativa entre la velocidad de crecimiento entre la Arfemia de San Francisco y
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de La Colorada al ser alimentados con la microalga Chaetoceros sp., sin embargo
permite establecer que si existe una diferencia en cuanto a la altura de las curvas
de crecimiento, siendo mayor para la Arfemia de San Francisco (Fig. 12). Esto
implica que dentro de los primeros nueve dias de edad, en estas condiciones
experimentales, la Arfemia de San Francisco presentara una talla promedio
consistentemente mayor que la Artemia de La Colorada.

Tabla *8: Analisis de regresion realizado con los datos ajustados al modelo exponencial para los
tratamientos de Arfemia alimentados con Chaetoceros sp. hasta el dia nueve.

Cepa de Arfemia Dieta F[1,n-2] P
San Francisco Chaetoceros sp. 818.94 8.11E-32
La Colorada Chaetoceros sp. 706.65 1.06E-49

Tabla 19: Analisis de covarianza de los modelos de crecimiento obtenidos alimentando ambas
cepas de Arfemia con Chaetoceros sp. hasta los nueve dias de edad con un valor de confianza de

0.05.
Cepa de Dieta SCy SPxy SCx b SC gl SC CMyx F P a
Artemia exp. n.ex.
San Chaetoceros sp. 17.89 83.37 411.28 0.2027 16.90 48 0.99 0.021 818.9 8.1e-32 6.2898
Francisco
La Colorada  Chaetoceros sp. 28.95 13448 72196 0.1863 2505 110 3.9 0.035 706.6 1.1e49 6.2471
Regr.Mezcl. 158 4.89 0.031
Entre b’s 1 0.07 0.07% 2.3 1.3e-1
Regr. comin 46.84 217.84 1133.24 01922 41.88 159 4.96 0.031 13423
Med. Aj. 1 0.58 0.583 18.7 27e-5
Total 46.84 21770 1147.75 160 5.54
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Figura 12: Regresion exponencial de Artemia San Francisco y La Colorada
Chaetoceros sp. hasta el dia nueve.

alimentada con
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7.2.4.- Estadios

El estadio de nauplio en todos los casos se presentd en el primer dia del
experimento (Tabla 20). El estadio de metanauplio en Artemia de La Colorada
alimentada con N. oleoabundans empieza a presentarse en el primer dia, y dura
hasta el quinto dia; en Arfemia de San Francisco se presenta desde el tercer dia
hasta el quinto dia. Este mismo estadio en la cepa de Arfemia La Colorada
alimentada con Chaetoceros sp. inicia al segundo dia, por soélo un dia. Con
Dunaliella sp. también inicia al tercer dia, por solo un dia, mientras que en Arfemia
de La Colorada va del tercer dia hasta el quinto dia. La etapa postmetanauplio se
presenta primero en Artemia de La Colorada con Chaetoceros sp. desde el tercer
dia hasta el décimo, en Arfemia de San Francisco abarca del séptimo al noveno
dia. En ambas cepas de Arfemia alimentadas con Dunaliella sp. el estadio
postmetanauplio se presenta al quinto dia, y tiene una duraciéon de 2 a 4 dias
respectivamente. En N. oleoabundans el estadio postmetanauplio se presenta al
quinto dia en la cepa de San Francisco, pero Artemia de La Colorada no llega a
este estadio. La etapa de aduito se alcanza primero en Artemia de La Colorada
alimentada con Dunaliella sp. al séptimo dia, seguida por Arfemia de San
Francisco alimentada con Dunaliella sp. al décimo dia, y finalmente Arfemia de La
Colorada alimentada con Chaetoceros sp. (dia 11) y Artemia de San Francisco
alimentada con Chaetoceros sp. (dia 11). Al utilizar a N. oleoabundans como
alimento no se alcanzd la etapa de adulto en ninguna de las dos cepas de
Artemia.

Tabla 20: Duracion en dias de los diferentes estadios de Artemia de La Colorada y San Francisco
con tres dietas.

E S T A D1 O S

Cepa de Dieta (dias)
Artemia nauplio metanauplio posmetanauplio adulto
Chaetoceros sp. 1 3-5 7-9 11
San Francisco Dunaliella sp. 1 3 5-9 10
N. oleoabundans 1 3-5 5 ---
Chaetoceros sp. 1 2 3-10 11
La Colorada Dunaliella sp. 1 3-5 5-7 7
N. oleoabundans 1 1-5 - -—-
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7.2.5.- Formacion de parejas

Ambas cepas de Arfemia presentaron un comportamiento similar en cuanto
a la formacién de parejas (Tabla 21). En la grafica de interacciéon del arcoseno de
la raiz cuadrada del porcentaje de formacién de parejas (Fig. 13) se observa un
incremento al alimentar a ambas cepas de Artemia con Dunaliella sp., pero sélo es
mucho mayor en el caso de Artemia de La Colorada (Tabla 22).

En cuanto al numero total de parejas se observd que Artemia de San
Francisco con la dieta de Chaetoceros sp. present6é el mayor nimero de parejas
(Fig.14). Con Arfemia de La Colorada no se observaron diferencias significativas
entre ambas dietas. En la tabla 23 se presenta el resumen del analisis de varianza
del numero total de parejas mostrando que existe una diferencia significativa en el
comportamiento de ambas cepas, ya que Artemia de San Francisco reduce
sustancialmente el numero total de parejas al ser alimentadas con Dunaliella sp.

Las parejas se presentaron entre el décimo y el onceavo dia en Arfemia de
La Colorada alimentada con Dunaliella sp., al onceavo dia en Artemia de San
Francisco y La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp., y hasta el catorceavo
dia en Artemia de San Francisco con la dieta de Chaetoceros sp.

La duracién de la presencia de parejas en el cultivo también fue variable, en
Artemia de San Francisco alimentada con Chaetoceros sp. solo duré de 7 a 8
dias, en Artemia de San Francisco alimentada con Dunaliella sp. entre 10, 12 y
hasta 20 dias en uno de los acuarios, y en Arfemia de La Colorada con ambas
dietas once dias.

El nimero maximo de parejas se presentd generalmente al doceavo dia
con excepcion de Artemia de San Francisco alimentada con Chaetoceros sp.
donde se present6 hasta el quinceavo dia, con 93 + 21 parejas. El valor mas bajo
se encontrdé en Artemia de San Francisco alimentada con Dunaliella sp. donde
hubo 7147 parejas.
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Tabla 21: Datos del total de parejas en Artemia de La Colorada y Artemia de San Francisco
alimentadas con tres dietas.

P A R E J A S

CEPA DE DIETA PROMEDIO  TOTAL INICIO  TERMINO DURACION  MAXIMO
Artemia PAREJAS/ DIA
(%) (dia) (dias) (dias) (dias)
San Francisco | Chaetocerossp. | 96+3 579+29 14 21-22 7-8 93 + 21/(15,16)
Dunalielia sp. 97+0.4 322+3 11 21-23-31 10,12,20 71 + 7/(12,16)
.olecabundans 0 0 B - . -
La Colorada | Chaetoceros sp. 86+5 224 +53 11 17-19 11 85 + 15/(12)
ﬁma"e”a sp 98+1 224+47 10-11  17-18 11 89 + 18/(12-13)
oleoabundans 0 0 _ . _ .
F(1,8)=7.73; p<.0239
84 ;
2 78
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68

Chaetocerossp.
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DIETA

~=- Artemia La Colorada

Figura 13: Arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de formacion de parejas de Artemia San
Francisco y Artemia La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con un valor de
confianza de 0.05.
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Tablg 22: Analisis de varianza de doble via para el arcoseno del porcentaje de formacion de
parejas de Arfemia San Francisco y Artemia La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y
Dunaliella sp. con un valor de confianza de 0.05.

Fuente de
variacion g.l S.C. C.M. F P
Artemia 1 34.1719 34.1719 3.43677 0.100878
Dieta 1 147.630 147.630 14.8476 0.004855*
Artemia-Dieta 1 76.8614 76.8614 7.73019 0.023913*
Error 8 79.5441 9.94302
F(1,8)=33.95; p<.0004
650 T
< :
& 450 |-
5
g 400
2 350
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Figura 14: Grafica de interaccién de dos vias del nimero total de parejas de Arfemia San Francisco
y Artemia La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con un valor de confianza
de 0.05.

Tabla 23: Analisis de varianza del nimero total de parejas de Artemia San Francisco y Arfemia La
Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con un valor de confianza de 0.05.

Fuente de

variacion a.l S.C. C.M. F P

Artemia 1 154133.3 154133.3 104.8170 0.000007*
Dieta 1 49408.3 49408.3 33.5997 0.000407*

Artemia-Dieta 1 49923.0 49923.0 33.9497 0.000393*
Error 8 11764.0 1470.50
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7.2.6.- Produccion de nauplios

La maxima produccién de nauplios fue de 7926 + 1351 en Artemia de San
Francisco alimentada con Chaefoceros sp. y en Artemia de La Colorada
alimentada con la misma dieta presenté 5650 + 1283 nauplios (Tabla 24). Al
alimentarse con Dunaliella sp. Arfemia de San Francisco produjo 3855 + 1511
nauplios y Artemia de La Colorada 3060 + 1111 nauplios. En la grafica de
interaccion (fig.15) se observa que en ambas cepas de Artemia hay una
disminucion importante en la produccion de nauplios con la dieta de Dunaliella sp.,
y que la Artemia de San Francisco con ambas dietas presenta mayor cantidad de
nauplios que la cepa de La Colorada, ambas diferencias son significativas (Tabla
25).

La relacion de nauplios/pareja no es significativamente mayor en Artemia
de La Colorada al alimentarse con Chaefoceros sp. (25) que con Dunaliella sp.
(14). Artemia de San Francisco tampoco presenté mayores promedios de
nauplios/pareja al ser alimentada con Chaetoceros sp. (14) que con Dunaliella sp.
(12) (Fig. 16, Tabla 26).

Tabla 24: Produccién total de nauplios y nauplios por pareja durante 72 horas de Artemia de San
Francisco y Artemia de La Colorada alimentada con tres dietas de microalgas.

CEPA DE DIETA PRODUCCION DE NAUPLIOS
Artemia
TOTAL MINIMO MAXIMO NAUPLIOS/PAREJA
(mediay d.s.) {media y d.s.)
Chaetoceros sp. | 7926 + 1351 66 3877 14+3
San Francisco | Dunaliella sp. 3855 + 1511 11 1620 12+5
N.oleocabundans 0 0 0 0
Chaetoceros sp. | 5650 + 1283 33 2450 25+6
La Colorada Dunaliella sp. 3060 + 1111 15 1820 14+9
N.olecabundans 0 0 0 0

d.s. desviacion estandar
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F(1,8)=1.54; p<.2499
9000

8000 t
7000 }
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—0— Artemia S. Francisco

2000 -8 Artemia La Colorada

Chaetoceros sp. Dunaliella sp.
DIETA

Figura 15: Grafica de interaccion de dos vias del numero de nauplios de Artemia San Francisco y
Artemia La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con un valor de confianza
de 0.05.

Tabla 25: Analisis de varianza de dos vias para el numero de nauplios en Arfemia de San
Francisco y Artemia La Colorada alimentadas con la dieta de Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con
un valor de confianza de 0.05.

Fuente de

variacion g.l. S.C. C.M. F P
Artemia 1 8024581 8024581 5.82261 0.042309*
Dieta 1 31308320 31308390 22.71728 0.001415*
Artemia-Dieta 1 2121002 2121002 1.53899 0.249915
Error 8 11025400 1378175
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F(1,8)=60.75; p<.0001
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Figura 16.- Grafica de interaccién de dos vias de la relaciéon nauplios/pareja de Artemia San
Francisco y Artemia La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con un valor de

confianza de 0.05.

Tabla 26.- Analisis de varianza de dos vias para la relacién nauplios/pareja de ambas cepas de
Artemia con la dieta de Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. con un valor de confianza de 0.05.

Fuente de

variacion gl S.C. C.M. F P
Artemia 1 168.7500 168.7500 4.69837 0.06205
Dieta 1 114.0833 114.0833 3.17630 0.11256
Artemia-Dieta 1 70.0833 70.0833 1.95127 0.19998
Error 8 287.333 35.916
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7.3.- COMPOSICION BIOQUIMICA DE Artemia

El contenido de proteinas de Artemia de La Colorada y Arfemia de San
Francisco alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. se encontré entre el
39% vy el 48.7% respecto al peso seco (Tabla 27).

El contenido de carbohidratos fue menos homeogeneo, el valor mas bajo se
encontré6 en Artemia de La Colorada alimentada con Dunaliella sp. (0.12%) y el
mas alto fue con la misma cepa de Artemia alimentada con Chaefoceros sp.
(10.6%).

Ambas cepas de Artemia presentaron mayor contenido de lipidos al
alimentarse con Dunaliella sp. que con la dieta de Chaefoceros sp.

Tabla 27: Contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos de Artemia de San Francisco y Artemia
de La Colorada alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. cultivadas en medio /2.

CEPA DE DIETA PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS
Artemia % % %
La Colorada Chaetoceros sp. 39.2+1.0 10.6* 0.09 veces menos+
Dunaliella sp. 442 +0 0.12+0.1" 2.4 veces mas+
San Francisco Chaetoceros sp. 48.7* 38+14 17.2+87
Dunaliella sp. 414+25 41+038 1.3 veces mas+

*datos Unicos
" diferencia significativa
+ respecto a Artemia San Francisco alimentada con Chaetoceros sp.
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VIli.- DISCUSION

8.1.- CULTIVO DE MICROALGAS
8.1.1.- Curvas de crecimiento

Las algas planctonicas en cultivo y bajo condiciones normales de luz,
temperatura, aireacién y enriquecimiento inicial de nutrientes, pasan a través de
una fase exponencial de crecimiento donde la sintesis de metabolitos y la divisién
celular es acelerada y el nimero de células se incrementa geométricamente.
Después de esta fase se alcanza la fase estacionaria, donde la densidad celular
permanece constante y la viabilidad de ellas se mantiene a través de las reservas
energeticas (Fogg, 1975). Ademas tienen una gran capacidad de adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, modificando algunos de sus procesos
fisiologicos (Jorgensen y Nielsen, 1965). Tales modificaciones pueden verse
reflejadas en el crecimiento y/o en la composicién bioquimica.

Las curvas de crecimiento de Chaetoceros sp., Dunaliella sp. y N.
oleoabundans en ambos medios de cultivo (f/2 y MIlI) se ajustaron al modelo
logistico, obteniéndose las mayores densidades en medio /2.

En el medio /2, el inicio de la fase estacionaria de crecimiento en
Chaetoceros sp. se alcanzd entre el tercer y cuarto dia de cultivo, coincidiendo
con lo reportado por otros autores (Gonzalez-Medina, 1994; Nieves-Soto y Vega-
Pérez, 1994), obteniéndose una densidad de 2.38 x 10° + 0.62 x 10° cel/ml. En
medio MIIl |la fase estacionaria se alcanza al octavo dia del cultivo con una
densidad de 1.7 x 10° cel/ml. Nieves-Soto y Vega-Pérez (1994), obtuvieron una
biomasa maxima al tercer dia con una densidad de 2.7 x 106 cel/ml en un sistema
de cultivo estatico de 10 | en medio F, mientras que, Lépez-Elias y Voltolina
(1993) no encontraron diferencias significativas con esta cepa cultivada en medio
F y un medio alternativo elaborado con fertilizante para citricos en cultivos
semicontinuos de 10 | con diferentes tasas de dilucién, teniendo una densidad
celular mayor que la obtenida por nosotros (entre 3.69 y 5.88 x 108 cel/ml);
Arriaga-Haro (1993) obtuvo densidades de Chaetoceros sp. de 5 x 108 cel/ml con
medio F en volimenes de 10 I, enriqueciendo el medio de cultivo con doble
cantidad de silicatos que la indicada en la formulacién original.

La tasa de crecimiento de Chaetoceros sp. (cel/ml/dia) (Tabla 8) hasta el
segundo dia de cultivo fue significativamente mayor en medio Mill (1.84) que en
medio f/2 (0.44) (Tabla 5), sin embargo debe de considerarse la diferencia en las
densidades iniciales del cultivo (Figura 2). El numero de generaciones por dia fue
de 3.80 en medio MIIl y 1.26 en medio /2, siendo estos resultados altos,
comparados con lo reportado por Nieves-Soto y Vega-Pérez (1994), donde
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encontraron una tasa de crecimiento maxima de 1.18 con 2.75 divisiones/dia al
segundo dia del cultivo en medio F.

Esta cepa de Chaetoceros sp. puede crecer en agua salobre y en agua de
mar sin que se vea afectada la tasa de crecimiento exponencial, sin embargo, hay
cambios en la produccién de biomasa, teniendo menor densidad en los cultivos de
agua salobre, como en el trabajo de Gonzalez-Medina (1994), donde la maxima
tasa de crecimiento de Chaetoceros sp. en medio F en cultivos de 10 | fue de 1.45
+ 0.4 generaciones/dia en agua de mar con una biomasa de 2.65 x 10° + 0.08
cel/ml y en agua salobre de 2.12 + 0.43 x1 0° cel/ml, siendo valores de biomasa
muy cercanos a nuestros resultados.

La cepa aislada de La Colorada, se identific6 tentativamente a nivel
genérico como Dunaliella sp. (Gonzalez-Esparza, CICESE com. pers.), ésta cepa
es susceptible de cultivarse a nivel masivo, porque presenta una alta tasa de
crecimiento, densidades altas en el cultivo, tolera un amplio intervalo de salinidad
(0-230 °/4, ), temperaturas desde 20° a 35° Cy pH entre 6 y 8.

D. tertiolecta una especie marina tolera salinidades de hasta
aproximadamente 100 °/,, NaCl, D. viridis una especie halofilica tolera salinidades
desde 0 °/y, hasta 300 °/,, NaCly D. salina (especie también halofilica) de 30 °/o0
hasta 350 °/,, NaCl (Borowitzka y Borowitzka, 1988). El pH éptimo varia con las
diferentes especies de Dunaliella, para D. tertiolecta es de 6 y para D. salinay D.
viridis es de 9 (Baas-Becking, 1930; Loeblich, 1972). En cuanto al intervalo de
temperaturas, D. salina puede sobrevivir a temperaturas desde -35°C a 40°C
(Massyuk, 1966; Ben-Amotz y Avron, 1980), siendo el optimo entre 20°C y 40°C
(Borowitzka, 1981). La temperatura 6ptima para D. tertiolecta es de 20°C y para D.
viridis se encuentra entre los 14°C y 30°C (Gibor, 1956). El grado de la tolerancia
a la temperatura esta relacionada con la concentracién de NaCl. Las células
adaptadas a mayores salinidades son mas resistentes a la temperatura, debido
posiblemente a la proteccion que ofrece al alto contenido de glicerol hacia las
proteinas (Borowitzka y Borowitzka, 1988).

Es claro que para determinar con exactitud a que especie pertenece la
microalga que aislamos faltaria realizar estudios de microscopia electrénica de
barrido, asi como determinar sus intervalos 6ptimos de crecimiento variando las
condiciones fisicas de cultivo, la concentracién de nutrientes y realizar
determinaciones del contenido de pigmentos y acidos grasos principalmente, asi
como.

El medio MIIl no cubrié adecuadamente los requerimientos nutricionales de
Dunaliella sp., ya que la densidad maxima fue la mitad de la obtenida en f/2 (0.91
x 10° cel/ml y 1.78 x 10° cel/ml + 0.41 x 10° respectivamente), esto se puede
deber a la formulacién del medio, ya que para Dunaliella salina, D. viridis y D.
tertiolecta la mejor fuente de nitrégeno es el nitrato de sodio (Mil’ko, 1962 y Grant,
1968). El medio MIll presenta fosfato de amonio y sulfato de amonio, las sales de
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amonio son fuentes menos eficaces de nitrbgeno y en concentraciones mayores
de 25 M pueden ser letales (Gibor, 1956 ; Mil’ko, 1962).

El nimero de generaciones por dia (hasta el tercer dia) en medio MIll para
Dunaliella sp. fue de 8.11 y en medio f/2 de 2.83 (Tabla 8). Herrero et al. (1991)
cultivaron a Dunaliella tertiolecta en medio Algal-1 comparandolo con el medio
Walne, ES y /2. En el medio Algal-1 en la fase logaritmica D. tertiolecta present6
entre 0.85 y 1.16 duplicaciones/dia y una densidad maxima de 16.15 x 10° cel/ml,
siendo significativamente mayor a las densidades presentadas en los otros
medios de cultivo y con nuestra cepa de Dunaliella. Al variar las concentraciones
de urea del cultivo D. tertiolecta presentd una densidad maxima entre 5.87 y 7.96
x 10° cel /mli, y una tasa de duplicacién/dia entre 0.40 y 0.44 (Herrero, et al. 1994).
Comparado con nuestro trabajo la velocidad de crecimiento fue menor pero la
densidad maxima del cultivo fue mayor.

La concentracién 6ptima de fosfato para el crecimiento de D. salina y D.
viridis es de 0.02 a 0.025 g/l de fosfato de potasio (Gibor, 1956; Mil’Ko, 1962),
concentraciones mayores a 5 g/l inhiben el crecimiento. En medio MIll se utilizd
fosfato de amonio y la concentracion fue de 9.5 g/l. Probablemente esta
concentracion tan alta de fosfato contribuyé a una densidad menor y menor
desarrollo de las cepas en este medio de cultivo.

Neochloris oleoabundans fue la cepa que alcanzé |a mayor densidad,
siendo mas alta en medio /2 (6.8 x 108 cel/ml) que en MIll (4.5 x 108 cel/ml) (fig.
4). Sin embargo, es una cepa de lento crecimiento ya que la fase estacionaria en
medio f/2 se inicia al 15avo dia y en MIll al 17avo dia. En otros trabajos, donde se
ha cultivado a Neochloris oleoabundans en un medio de agua dulce (MD), se
obtuvo la maxima tasa de crecimiento con 0.44 cel/ml/dia en la primera semana
del cultivo (Band-Schmidt, 1991), menor que la presentada en medio f/2 y medio
MIll (1.71 y 1.61 respectivamente). El nimero de generaciones por dia fue menor
en medio MIll (20.90) que en medio f/2 (22.50) (Tabla 8).

Las tres cepas de microalgas presentaron una diferencia significativa con
un valor de confianza de 0.05 en la tasa de crecimiento, siendo mayor en Ml que
en medio f/2 para Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. (Tablas 5, 6 y 7), sin embargo
todas presentaron una menor densidad en medio MIll. Esto sugiere que las cepas
se pudieron adaptar al medio MIll, pero que algunos factores se volvieron
limitantes mas rapidamente que en /2, tales como la falta de un agente quelante y
metales traza en el medio de cultivo, o como en el caso para Dunaliella sp., en
que algunos elementos no se encontraron en concentraciones o6ptimas; una
deficiencia o exceso en estos elementos se refieja en una disminucién en el
contenido de clorofila, afectando el proceso de la fotosintesis y por lo tanto
disminuyendo la producciéon de biomasa obtenida (Kaplan et al., 1986; Boney,
1989). También se debe considerar que el medio MIll esta formulado a base de
fertilizantes agricolas y generalmente se encuentran impurezas que afectan el
crecimiento de las cepas. No obstante, esto no es desalentador, ya que las
microalgas cultivadas en medio MIll presentaron una composicién bioguimica

Discusion



52

aceptable, ademas de tomar en cuenta la densidad del cultivo y la calidad del
producto obtenido, se considerarian los costos de produccién, ya que los medios
de cultivo elaborados a base de fertilizantes agricolas generalmente abaten los
costos en mas del 50% que los medios elaborados a base de reactivos (Nieves-
Soto y Vega-Pérez, 1994). Otra explicacién para las mayores tasas de
crecimiento en el medio MIl puede ser que las células bajo condiciones de estrés
tiendan a reproducirse a mayor velocidad que en condiciones normales.

8.1.2.- Composicion bioquimica

El contenido de proteinas, carbohidratos y minerales contribuyen en un 90-
95% de la materia seca de las microalgas. El porcentaje restante se debe a los
acidos nucleicos (Becker, 1986). La composiciéon bioquimica de las microalgas
puede modificarse al variar las condiciones de cultivo como: temperatura,
salinidad, intensidad luminosa, pH, tipo y concentracién de nutrientes, fotoperiodo,
tipo de nutricion y sistema de cultivo, entre otras (Fabregas et al., 1986;
Arredondo-Vega y Vazquez-Duhalt, 1991; Arredondo-Vega et al., 1995b;
Fabregas et al., 1995; Otero et al., 1995; Cordero et al., 1996).

La manipulacién de los parametros fisicoquimicos en los cultivos de
microalgas, constituye una ventaja muy importante, ya que de esta manera, es
posible obtener una cepa con una composicién bioquimica que al utilizarla en la
alimentacién de especies marinas como moluscos, crustaceos y peces
generalmente en fase larvaria, puede provocar efectos directos en el desarrollo y
sobrevivencia de los organismos.

Las tres especies de microalgas cultivadas presentaron diferentes
respuestas en cuanto a la variaciéon en su composicidén bioquimica al cultivarse en
medio MIll y medio f/2, por ello no se puede generalizar el efecto que tiene la
composicion del medio de cultivo sobre las microalgas, debido a que el
metabolismo y la respuesta de cada especie de microalga a su entorno es muy
particular (Brown et al., 1989).

Chaetoceros sp. y N. oleoabundans presentaron un incremento en el
contenido de proteinas al cultivarse en medio MiIll, sin embargo esta diferencia
solo fue significativa en Chaetoceros sp. (Tabla 9); este efecto ya se habia
reportado en un medio con base en fertilizantes para citricos. El incremento en el
contenido de proteinas en el medio alternativo se puede deber a que la relacion
de N:P es mayor en este medio. También se observé un incremento en el
contenido de lipidos en medio MIll con respecto al medio f/2. Las microalgas al
estar en condiciones de estrés (baja concentracién de nutrientes, alta salinidad,
etc.) pueden desviar su metabolismo hacia la produccién de sustancias de reserva
como son los lipidos (Lépez-Elias y Voltolina, 1993).

Spectrorova et al. (1982) reportan que la composicion biogquimica
aproximada de D. tertiolecta es de 50% de proteinas, 20% de carbohidratos y 8%
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de lipidos, Paniagua-Chavez (1993) reporta para Dunaliella sp. 32.4% de
proteinas y 17.9% de carbohidratos respecto al peso seco. La cepa que aislamos
identificada tentativamente como Dunaliella sp. presenta un contenido de
proteinas y carbohidratos al ser cultivada en medio f/2 de 32.7% y 15.3%
respectivamente (Tabla 9). La similitud en la composicién bioquimica de las dos
cepas de Dunaliella sp., nos da mas pautas para considerar que pertenece a este
género. Desafortunadamente el contenido de lipidos en nuestras cepas dieron
valores altos, ya que al realizar la suma en porcentaje de los lipidos, proteinas y
carbohidratos se rebasaba el 100%, por ello se expresa el contenido de lipidos
unicamente como proporcién en relacién al contenido de lipidos encontrados en
Chaetoceros sp. al cultivarse en medio /2.

En el medio MIIl, Dunaliella sp. incrementé significativamente el contenido
de carbohidratos. Quiza las células de Dunaliella sp. tienden a desviar su ruta
metabdlica hacia la sintesis de carbohidratos, para utilizarlas como reservas
energéticas y obtener energia de manera mas inmediata. Caso contrario ocurre en
N. oleoabundans siendo menor el contenido de carbohidratos en medio Mill
(Tabla 9).

8.2.- CULTIVO DE ARTEMIA

8.2.1.- Sobrevivencia

El menor porcentaje de sobrevivencia en ambas cepas de Artemia se
obtuvo con la dieta N. oleoabundans con valores de 1 a 2% en los primeros cinco
dias, por lo que se reflej6 que este alimento es inadecuado para Artemia, al
menos para el estadio de metanauplio (Tabla 11). Esto se puede deber al tamafio
de particula (6 a 25 um), ademas de que esta cepa tiende a agruparse formando
conglomerados de mayor tamano, que dificultan su ingestion para la Arfemia o a
la produccién de sustancias mucilaginosas (Band-Schmidt, 1991) que podrian
interferir con su mecanismo de ingestién (Takano, 1967).

Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. fueron una mejor dieta para ambas cepas
de Artemia, encontrandose una sobrevivencia entre el 44% y el 69% (Tabla 11).
Las dos cepas presentan menor tamafio que N. oleoabundans, 4-6 x 6-8 um
Chaetoceros sp. y 5-9 x 6-10 um Dunaliella sp. Existe una interaccién significativa
entre la cepa de Artemia y la dieta, que se manifiesta en que Chaetoceros sp. es
mejor alimento para Artemia de La Colorada y Dunaliella sp. para la Artemia de
San Francisco (Fig.6; Tabla 12). Otros estudios indican que Chaetoceros sp. €s un
buen alimento para diferentes estadios de Artemia franciscana. Si comparamos
estos datos con los reportados en la literatura, se observa que son aceptables.
Arriaga-Haro (1993) obtuvo un intervalo de sobrevivencia muy amplio en Artemia
de San Francisco alimentada con Chaetoceros sp. entre el 37% y el 94%; con
Dunaliella sp. obtuvo una sobrevivencia entre el 2% y 19% y con Spirulina maxima
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entre 0.6% y 3%. En condiciones de salinidad reducida, Artemia de San Francisco
alimentada con la misma cepa de Chaetoceros sp. presentd una sobrevivencia del
56.4% y con Nannochloropsis sp. de 68% (Gonzalez-Medina, 1994). Castro y
colaboradores (1995) evaluaron tres dietas en el crecimiento y sobrevivencia de
Artemia franciscana, una de las dietas utilizadas fue Spirulina deshidratada
mezclada con un producto comercial llamado Microfeast-100, al doceavo dia
lograron una sobrevivencia de 18.9%. Castelo-Branco y Sasso (1989) colectaron
quistes de Alcohete Portugal, y los alimentaron con Tefraselmis suecica cultivada
en un medio elaborado con base en estiércol de cerdo al 1%, y obtuvieron una
sobrevivencia del 65%.

La dominancia de las especies de fitoplancton entre las diferentes salinas
es variable, se ha observado que Dunaliella sp. es el principal productor primario
en el Gran Lago Salado de Utah (Newman, com. pers.; Gillespie y Stephens,
1977), Dunaliella viridis y D. salina son dominantes en varios lagos salados
incluyendo al Gran Lago Salado (Wirick, 1972), Nannochloris domina en Mono
Lake (Jellison y Melack, 1988). Se ha demostrado que todas estas especies son
dietas adecuadas para Artemia. En el caso de la salina La Colorada fueron varios
aislamientos a lo largo del afio que se hicieron y siempre dominaba Dunaliella sp.
por lo que se podria suponer que es uno de los principales productores primarios
de esta laguna y por lo tanto un componente importante en la dieta de Arfemia en
su habitat natural. Sin embargo seria importante realizar un perfil de aminoacidos
de la Artemia de La Colorada y de varias cepas de microalgas, asi como probar
diferentes raciones y combinaciones de dietas para elegir aquella que tenga un
perfil de aminoacidos mas similar al de la Artemia, ya que esto repercutiria en un
mejor crecimiento y mayor sobrevivencia del organismo.

8.2.2.- Crecimiento y estadios

Cuando se alimentaron a ambas cepas de Artemia con N. olecabundans,
las que sobrevivieron permanecieron en estadio metanauplio hasta el quinto dia
con una longitud menor que las otras dos dietas, esto posiblemente se atribuya al
mayor tamano de las células de N. oleoabundans (de 6 a 25 um) y/o a la menor
digestibilidad de sus componentes (Tabla 13). Al ser alimentadas con
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. ambas cepas de Artemia alcanzan la etapa
reproductiva después del noveno dia, con excepcion de Artemia La Colorada
alimentada con Dunaliella sp. que alcanza la etapa reproductiva al séptimo dia,
reduciendo en un 40% el tiempo para alcanzar la madurez del organismo (Tabla
20).

Arriaga-Haro (1993) con Dunaliella sp. obtuvo la fase adulta al sexto dia,
obteniendo un mayor crecimiento con respecto a Chaetoceros sp. y a Spirulina,
esto se observé del quinto hasta el noveno dia. Sin embargo tuvo una mortalidad
elevada y lo atribuye a que esta cepa particular de Dunaliella sp., se adhiere al
recipiente del cultivo, por lo que se dificulta su digestion por parte de Artemia,
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situacién que no se observd con la cepa de Dunaliella sp. que se aislé de La
Colorada. Malpica et al. (1996) reportan que la Artemia de La Colorada alcanza su
etapa reproductiva a los 25 dias de haber eclosionado alimentando la Arfemia con
una dieta mixta de Spirulina deshidratada y harina de arroz.

Al realizar el analisis de varianza triple para las tallas (um) transformados a
logaritmo natural (In) de ambas cepas de Artemia con las dietas (Tabla 14; Figs. 7
y 8) y el andlisis de covarianza para la comparacion de las pendientes de la
regresion exponencial vemos que no existe una diferencia significativa con un o
del 0.05 en la velocidad de crecimiento de las cepas de Artemia, pero si en las
tallas alcanzadas siendo mayor con la dieta de Chaefoceros sp. para Artemia de
San Francisco (Figs. 7 y 11) y con la dieta de Dunaliella sp. para Arfemia de La
Colorada (Figs. 8 y 12). Al noveno dia, Artemia de San Francisco con la dieta de
Chaetoceros sp. tiene la mayor talla (3.40 + 0.30 mm en estadio de
postmetanauplio), el estadio de adulto lo alcanzan hasta el doceavo dia; esto deja
ver que existen diferencias nutricionales entre las dos cepas, y que Dunaliella sp.
cubri6 de mejor manera los requerimientos nutricionales de Arfemia de La
Colorada en el crecimiento y velocidad de desarrollo. Es importante recordar que
las poblaciones de Artemia se encuentran en cuerpos de agua que difieren en las
caracteristicas quimicas del agua, estacionalidad, comunidad biolégica y
productividad, estas caracteristicas propias de su ambiente natural se ven
reflejadas al realizar experimentos a nivel de laboratorio en su desarrollo,
probablemente como resultados de presiones selectivas a las que estan sujetas
en su medio natural (Brown et al. 1984).

Posiblemente se puede incrementar las tallas, [a sobrevivencia y la tasa de
crecimiento de Artemia alimentada con Dunaliella sp., debido a que las raciones
que se proporcionaron fueron en base a la racién de Artemia de San Francisco
alimentada con Chaetoceros sp. Durante el desarrollo del trabajo se observé que
al alimentarse con Dunaliella sp. el alimento se consumia a mayor velocidad con
respecto a Chaetoceros sp. por lo que seria conveniente incrementar la racion de
Dunaliella sp. para las dos cepas de Artemia.

Al alimentar nauplios de quistes de Arfemia colectados en Alcochete
Portugal, con Tetraselmis suecica cultivadas en estiércol de cerdo al 1%, a una
densidad de 1 nauplio/m! se obtuvo una longitud final de 2.78 + 0.6 mm (Castelo-
Branco y Sasso, 1989); mientras que la dieta de Spirulina y Dunaliella, dié una
longitud entre 6 y 7 mm al séptimo dia (Johnson, 1980), sin embargo con la dieta
de Dunaliella se utilizé una concentracion mayor (1.08 mg peso seco/Artemia)
para obtener una talla similar que con Spirulina (0.60 mg peso seco/Artemia). Esta
racion fue mayor que la que se utilizd en este experimento y las tallas obtenidas
fueron mucho mayores que las que nosotros obtuvimos (Tabla 13), lo que nos
hace suponer que la racién empleada de Dunaliella sp. en nuestro trabajo debi6
incrementarse.
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La longitud total obtenida en Arfemia de San Francisco alimentada con
Chaetoceros sp. fue de 3.4 + 0.3 mm, este resultado concuerda con los datos
obtenidos de Arriaga-Haro (1993) en donde Arfemia de San Francisco obtiene una
talla al noveno dia de 3.61 mm al ser alimentada con Chaetoceros sp., también
reporta que Chaetoceros sp. fue una buena dieta para el estadio de metanauplio y
juvenil de Artemia. Por otra parte, los resultados obtenidos por Gonzalez-Medina
(1994) indican que en agua de mar y en condiciones de penumbra, Arfemia
alcanza tallas mayores (4.7 mm) al noveno dia utilizando Chaetoceros sp. como
alimento.

8.2.3.- Formacién de parejas

En ambas cepas de Arfemia con las dietas de Chaetoceros sp. y Dunaliella
sp., mas del 85% de la poblacién form6 parejas (Tabla 21). Trabajos previos
reportan un porcentaje de formacidn de parejas entre 51 y 98% al alimentar
Artemia de San Francisco con Chaetoceros sp., y de 31-46% de formacién de
parejas cuando Artemia de San Francisco se alimenté con una dieta mixta de
Spirulina maxima (90%) y de Chaetoceros sp. (10%) (Arriaga-Haro, 1993).

El intervalo que reporta Arriaga-Haro (1993) entre 51-98% de formacién de
parejas es muy amplio, por lo que no es posible considerar que al repetir el
experimento se obtenga un 98% de formacién de parejas; sin embargo, los datos
obtenidos en el presente trabajo, fueron del 86-98% cuando se alimentaron con
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp., sugiriendo un mejor rendimiento al utilizar estas
cepas de microalgas. Arfemia La Colorada presenté mayor formacién de parejas
al alimentarse con Dunaliella sp., esto fue significativamente diferente con un o de
0.05 al comparar el arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de formacién de
parejas (Fig. 13).

De acuerdo a la Tabla 21 el mayor nimero de parejas se presentd en
Artemia de San Francisco alimentada con Chaetoceros sp. (579), lo que coincide
con Arriaga-Haro (1993) donde obtiene en Artemia de San Francisco y con la
misma dieta 560-762 parejas, sin embargo con una dieta del 90% de Spirulina
maxima y el 10% Chaetoceros sp. solo hubo de 74 a 110 parejas. Al alimentar la
Artemia de San Francisco con Dunaliella sp. se formaron 322 parejas; la cepa de
Artemia de La Colorada present6 significativamente menor nimero de parejas con
ambas dietas (224) (Fig. 15). En Artemia San Francisco con la dieta de
Chaetoceros sp. hubo mayor formacion de parejas que con la dieta de Dunaliella
sp. siendo significativamente mayor ésta diferencia con un a de 0.05 (Fig. 15;
Tabla 22).

El inicio y la duracién de la formacion de parejas también fue variable.
Artemia de San Francisco al igual que la Artemia de La Colorada alimentada con
Dunaliella sp. alcanzan la etapa reproductiva antes que con la dieta de
Chaetoceros sp. (Tabla 21), por ello en este caso s6lo se reportan las tallas hasta
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el séptimo dia de cultivo, ya que al noveno dia se estaban formando las parejas.
El mayor contenido de carbohidratos de Dunaliella sp. o su mayor digestibilidad
pudo haber favorecido el desarrollo de la Arfemia en sus etapas tempranas
teniendo como resultado una madurez temprana. En Arfemia de La Colorada
alimentada con Dunaliella sp. inici6 la formacién de parejas al octavo dia, durando
once dias; mientras que con la dieta de Chaetoceros sp., se inicidé tres dias
después con el mismo tiempo de duracion. En la Arfemia de San Francisco la
duracién de la etapa reproductiva fue de 7 a 8 dias con Chaetoceros sp. y de 10 a
20 dias con Dunaliella sp. Malpica et al. (1995) reportan que alimentando Arfemia
de La Colorada con Spirulina deshidratada y harina de arroz, el periodo pre-
reproductivo dura 25 dias, el reproductivo 35 y el post-reproductivo 52 dias. Las
diferencias en el inicio de la etapa reproductiva es muy grande, reduciéndose en
mas del 50% con una dieta de microalgas vivas. Este dato es importante
considerario al realizar cultivos de Arfemia a mayor escala, ya que a reserva de
realizar un andlisis de costo beneficio, una dieta a base de microalgas pudiera
abaratar en gran medida el costo del cultivo.

8.2.4 .- Produccién de nauplios

Lenz y Browne (1991) han observado que las hembras silvestres producen
mayor cantidad de progenie, tienen un periodo reproductivo mas largo resultando
en un mayor niumero de nauplios, esto no se observa en este estudio. El periodo
reproductivo de Arfemia La Colorada con las dietas de Chaetoceros sp. y
Dunaliella sp. fue de 11 dias, con la dieta de Chaeftoceros sp. el periodo
reproductivo en Artemia San Francisco dura de 7 a 8 dias, pero con la dieta de
Dunaliella sp. fue muy variable durando entre 10 y 20 dias (Tabla 21).Sin
embargo si se observa una marcada influencia de la dieta (Tabla 24; Fig.16) en
cuanto a la produccién de nauplios. Con la dieta de Chaetoceros sp. se obtuvo, en
ambas cepas de Artemia la mayor produccién (7926 + 1351 para Artemia de San
Francisco y de 5650 + 1283 para Artemia de La Colorada), la menor cantidad de
nauplios producidos en Artemia de La Colorada podria ser explicada por la
presencia de un saco ovigero de menor tamafo que el de Artemia de San
Francisco (Castro et al. 1995b); por el otro lado, al comparar el nimero de
nauplios/pareja en Artemia de San Francisco alimentada con Chaefoceros sp. (14
n/p) con Artemia de La Colorada alimentada con Dunaliella sp. (25 n/p) vemos que
este ultimo no es significativamente mayor. Con la dieta de Dunaliella sp. Artemia
La Colorada tampoco presentd una diferencia significativa en la relacién
nauplios/pareja que en Artemia de San Francisco con la misma dieta (14 y 12
respectivamente) (Fig. 17).

Arriaga-Haro (1993) reporté una produccion de progenie para de San
Francisco entre 34 y 39 nauplios/dia con la dieta de Chaetfoceros sp. y con la dieta
mixta respectivamente, iniciando la produccién de progenie al veintiunavo dia en
Chaetoceros sp. y a los dieciocho dias con la dieta mixta a base de Chaetoceros
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sp. (10%) y Spirulina maxima (90%). En este estudio el periodo reproductivo inicid
en Artemia de San Francisco alimentada con Chaetoceros sp. al catorceavo dia.

8.2.5.- Composicién bioquimica

De manera general se observa que ambas cepas de Artemia con las dieta
de Chaetoceros sp. presentan mayor contenido de proteinas, seguida por el
contenido de lipidos y un menor contenido de carbohidratos, coincidiendo con lo
reportado por otros autores (Lopez-Elias y Voltolina, 1993, Paniagua-Chavéz,
1993 ; Gonzalez-Medina, 1994) (Tabla 27). No se observa una influencia clara por
la dieta en la composicidn bioquimica. Probablemente al realizar una comparacion
del perfil de acidos grasos tanto de las microalgas como de la Artemia alimentada
con las diferentes dietas o utilizando otra metodologia se observe una mayor
influencia de la dieta.

Los requerimientos dietéticos en proteinas para crustaceos oscilan entre
20% (Corbin et al. 1983) y 40% del alimento (Millikin et a/, 1980), y habitualmente
su dieta natural esta formada por organismos con elevados contenido proteicos.
Los niveles maximos de proteina hallados en dietas comerciales de peces
carnivoros oscilan entre 37 y 55.3% en peso seco total (Pérez, 1984). Si se trata
de peces omnivoros, los niveles de proteina de la dieta pueden descender a un
32% (Nose, 1979).

Los crustaceos no toleran altos niveles de grasa en la dieta, las dietas
comerciales no suelen exceder del 8% de lipidos en peso seco (Conk-Lin ef al.
1983). Las dietas para peces muestran niveles de lipidos que oscilan entre 2 y
18% en peso seco (Pérez, 1984; Pérez et al. 1987).

En cuanto a los niveles 6ptimos de carbohidratos para crustaceos se
conoce muy poco. Las necesidades de carbohidratos para peces varian entre 13 y
44% en peso seco (Gozalbo y Amat, 1988).

Ambas cepas de Arfemia alimentadas con Chaetoceros sp. y Dunaliella sp.
de acuerdo a nuestros analisis contienen la cantidad adecuada de proteinas
requeridas para la alimentacién de crustaceos y peces. El contenido de lipidos es
mas alto de lo requerido en el caso de crustaceos, pero alimentadas con
Chaetoceros sp. ambas cepas cumplen con lo requerido para peces. No hay que
olvidar que estos parametros son generales y que cada especie tiene sus
requerimientos particulares que varian con su etapa de desarrolio.

Este breve analisis bioquimico de las dos cepas de Arternia nos permite ver
que ofrecen alternativas para actividades acuiculturales de la regiéon. Cabe
recordar que existen otras sustancias tales como hormonas, vitaminas, factores
de crecimiento, asi como quimicos que incrementan la palatabilidad y aceptacion
que sin estar perfectamente definidos, juegan un papel importante en al
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Este trabajo deja ver que el aprovechamiento de Arfemia de La Colorada
puede ser muy interesante. Su utilizaciébn con recolecciones frecuentes,
adecuados métodos de manipulacion y en fases larvarias adecuadas puede
aportar notables beneficios a los proyectos acuiculturales en zonas préximas. Lo
mismo puede decirse de otras salinas no estudiadas en las costas oaxaquenas,
que cuentan con poblaciones naturales de Artemia. Ademas ofrece otras
alternativas para los ejidatarios de las salinas que actualmente séio aprovechan ia
sal de estos lugares. Las diferencias observadas entre ésta cepa y la Artemia de
San Francisco son minimas, reforzando la importancia de aprovechar las cepas
locales y reemplazar a las cepas comerciales que incrementan notablemente los
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Artemia, resalta el hecho de que Arfemia de La Colorada alimentada con
Dunaliella sp. alcanza el estadio reproductivo en menos tiempo, y ambas cepas de
Artemia con esta dieta forman mayor nimero de parejas. La dieta de
Chaetoceros sp. parece ser una mejor opcién para la alimentacion de Arfemia al
alcanzar la etapa reproductiva pues hubo una mayor produccién de nauplios con
ésta dieta.
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IX.- CONCLUSIONES

® La microalga aislada de la laguna La Colorada identificada a nivel genérico
como Dunaliella sp., es una cepa que cubrié los requerimientos nutricionales
para Artemia de La Colorada, principalmente en el estadio de postmetanuplio
(pm) alcanzando la fase reproductiva en menor tiempo que la Artemia de San
Francisco.

® Dunaliella sp., también fue un buen alimento para Artemia de San Francisco,
desde los estadios de metanauplio (mn) y postmetanauplio (pm).

® Dada las caracteristicas de tamano, adaptabilidad, tiempo de generacion
Dunaliella sp. puede ser cultivada facilmente, por lo tanto puede ser empleada
como alimento para otros organismos.

® Chaetoceros sp., Dunaliella sp. y Neochloris oleoabundans pueden cultivarse
en medio MIIl, sin embargo la densidad del cultivo es mas baja que en medio
f/2.

® N. oleoabundans no es una buena dieta para Artemia de La Colorada ni para
Artemia de San Francisco.

® Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. fueron buenas dietas para la Artemia de La
Colorada y Artemia de San Francisco.

® Con la dieta de Chaetoceros sp. se obtuvo mayor produccién de progenie en
ambas cepas de Artemia.

® La Artemia de La Colorada es susceptible de aprovecharse para la

actividades de investigacion de la region alimentada con Dunaliella sp. y
Chaetoceros sp.
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e |dentificar a nivel de especie la microalga aislada de La Colorada.

o Continuar con la experimentacién del medio Mill en cultivos de microalgas
endémicas enriqueciéndolas con micronutientes y silicatos para el caso de las
diatomeas.

e Encontrar la racién 6ptima de Dunaliella sp. para Artemia de La Colorada y
Artemia de San Francisco.

¢ Realizar analisis de acidos grasos esenciales de la Artemia de La Colorada.

¢ Realizar prospecciones en las diferentes salinas del estado de Oaxaca para
proponer un aprovechamiento sustentable de Arfemia .
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XIl.-ANEXO

FORMULACION DEL MEDIO Mili (Trujillo-Valle, 1992).

(NH4)2HPO4 Fertilizante 9.5 g/l
(NH4)2S04 Fertilizante 116.16 g/l
Na,SiO; 5H,0 Reactivo 22.89 g/l
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