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GLOSARI O

ABSORCI ON DEL SACO VITELINO. Etapa en el desarrollo de las larvas
de peces, en el cual consumen conpletamente el vitel o (sustacias
de reserva) e inician |la etapa de la alinentaci 6n exogena.

ALl CUOTA: Muestra representativa del conjunto total, en este
trabajo se refiere a una nuestra de un mlilitro tonada del
vol unen de resuspenci 6n

ALI MENTACI ON ENDOCGENA: Etapa durante el desarrollo de las |arvas
de peces, en la que sus requerimentos nutritivos son provistos
por el vitelo.

ALI MENTACI ON EXOGENA: Etapa durante el desarrollo de las |arvas
de peces, en la que sus requerinentos nutritivos provienen de |os
alimentos filtrados 6 capturados del medio. El inicio de esta
etapa ocurre al concluir la absorcion del saco vitelino.

ALI MENTO |INERTE: Alinmento no vivo, puede ser congel ado,
deshi dratado, pulverizado, hojuelas 0 un alinmento fornulado.

Bl CENSAYQ Estinmcion cualitativa 60 cuantitativa del efecto de un
factor bidtico O abiotico, en un sistema biolodgico bajo
condi ci ones control adas.

Bl OFERMENTACI ON:  Proceso de transfornmacion de la materia
organica, que se Illeva a cabo con la intervencidn de
m croor gani snos tales conp | evaduras y bacterias, obtenieéndose
conb producto noléculas mas sencillas, las cuales son nuevanente
aprovechabl es.

CEPA:  Conjunto de microorgani snos aislados e identificados, que
sirven de origen en |la realizacion de cultivos.

COVPONENTES BI OQUIM CCS: Conj unto formado CJoor los totales de |as
ceni zas, carbohidratos, proteinas y |ipidos, presentes en todo
alinento. Su evaluaci 6n permte conocer su valor nutricional

DETERM NACI ONES Bl OQUI M CAS:  Conjunto de técnicas de |aboratorio
enpl eadas para | a evaluacion cualitativa y cuantitativa de |os
conmponent es bi oqui m cos.

FASE PREJUVENI L: Etapa que forma parte del periodo juvenil en el
desarrollo de las larvas de peces, en |la cual |os organisnos han
al canzado | os el enentos meristicos de |os adultos, excepto en |la
pi gmentaci 6n y |a escarnacion



FECUNDI DAD: Val or que indica | a capaci dad de una pobl aci 6n de
generar descendi entes por unidad de tienpo. En este trabajo se
utiliza cono una nedida de salud de |os individuos. Su fornula
esta basada en la relacion del nanmero de huevos puestos en
promedi o por cada henmbra rotifero.

HEMATOCI TOVETRO. Tanbi én conoci do conb camara de New Vauer, es un
portaobj etos, con un cubreobjetos de peso especifico y con una
reticula especial de volunmen conocido, que sirve para contabili-
zar particulas microscopicas (mcroalgas), presentes en una
nuesfra y posteriormente relacionarlo con |a densidad del vol unmen
total.

I NOCULO  Conj unto de mi croorgani snos que se agregan a un medi o de
cultivo para su crecimento. Parte del voldmen de resuspencion,
gue se utiliza para establecer un nuevo ciclo del cultivo de
rotiferos.

METAZOARI OS:  Organi snps ani nal es cuyos cuerpos estan conpuestos
por celulas especializadas, agrupadas en fornma de tejidos y con
un sistema nervioso que |os coordina.

PERI ODO LARVARI O etapa en el desarrollo inicial de |os peces que
se inicia con |la absorcion del saco vitelino y finaliza cuando se
conpleta el ndmero de elenentos de las aletas pares e inpares.

PARAMETRO.  Segln el American Heritage Dictionary of the English
Languaj e, paranetro es una variable 6 constante arbitraria que
aparece en una expresi 6n matematica. Sin enbargo, de acuerdo al
Webster's Ninth New Col | egiate Dictionary y al Randon House
Dictionary of English Languaje, paranmetro puede usarse conp un
térm no col ectivo para |as caracteristicas de algo 6 para vari a-
bl es nedi bl es (Tomado de Hunter, 1990). Para este estudio se
consi dera cono paranetros al nunero de rotiferos consi derando
huevos (rch) y a la fecundi dad, observados en |as diferentes
uni dades experinentales de los diferentes bioensayos.

POBLACI ON: Para este estudio se considera conp el conjunto tota
de los rotiferos presentes en cada una de | as uni dades experinen-
tales (garrafones con 1.5 1. de vol tmen), |os cuales partieron de
una poblaci 6n comin y se utilizaron en |os diferentes bioensayos.

PRODUCCI ON:  Parametro utilizado en este trabajo, que indica el
total de organisnos (rotiferos considerando huevos) presentes en
el medio de cultivo, en cierto periodo de tienpo.

PSEUDOCELOVADCS: caracteristica utilizada para clasificar a
al gunos invertebrados, que se refiere a que la cavidad del
cuerpo no es un verdadero celoma, debido a |a persistencia del
bl ast ocel e.

RENDI M ENTOS: Eval uaci 6n de |a cantidad de rotiferos generados en
un cul tivo.



RCH Abreviatura que indica rotiferos considerando huevos. Es el
nanmero de rotiferos presentes por mililitro de cultivo, teniendo
en consideraci 6n a |os huevos, que en un corto periodo de tienpo
eclosionaran y tendran requerimentos simlares a |os que tienen
| os adultos (alinento).

REPRODUCCI ON AM CTI CA:  Reproducci on asexual en la cual |as hem
bras de rotifero por nedio de mtosis generan hijas ideénticas.
Este tipo de reproducci on ocurre cuando |as condiciones anbien-
tales y alimenticias son adecuadas y constantes.

REPRODUCCI ON M CTI CA:  Reproducci 6n sexual . Las henbras amicticas
gue sufren condi ci ones de estres generan nmachos (de corto tienpo
e vida), los cuales participan en |a reproduccion neiotica,
posteriornmente se generan qui stes 0 huevos de resistencia que

ecl osi onaran cuando |as condiciones anbiental es sean favorables.

ROTOVAPOR: Aparato de destilacion en el cual se puede controlar
la tenperatura y la presion.

VALOR ENERCETICO  Se define conp el contenido de energia de una
sustancia, determ nado por |a conpleta oxidacion del conmpuesto en
di 6xi do de carbono, agua, gases y conp producto principal calor

VOLUVEN DE RESUSPENCI ON: Vol unen en el que los rotiferos
cul tivados son concentrados, elimnando el nedio de cultivo y
agregando agua filtrada. De este vol unmen se toman | as nuestras
necesarias, el inéculo y la fraccion restante se utiliza cono
alimento para larvas de peces.
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1.- RESUMEN

Ef ecto del alinmento en el cultivo del rotifero
Brachionus plicatilis (Miller: 1786) en un sistenma senicontinuo.

Aunque el rotifero Brachionus plicatilis no forma parte de
la dieta natural de muchos peces narinos, se ha utilizado inten-
sivamente, debido a las caracteristicas que posee: su tolerancia
a intervalos anplios de tenperatura y salinidad, diferentes
practicas de cultivo masivo, su tanmafio pequefio y su novilidad
reducida, lo cual pernmite a las larvas de peces ingerirlos cuando
aun no son capaces de capturar otro tipo de presa.

En el presente trabajo se probaron cinco alinmentos de dos
tipos: vivos e inertes, en diferentes raciones cada uno, buscando
| a nmejor racion, |os paranmetros observados fueron nunero de
rotiferos considerando huevos (rch) y fecundi dad (rel aci 6n hue-
vos/ henbr a) . Posteriornente con |as raciones Optinms se
realizardon |as determ naciones bioquimcas (carbohidratos,
proteinas y lipidos totales) obteniendo |la mejor dieta.

De los alinmentos vivos probados e encontro que:
Nannochloris sp. en una densidad de 25 x 10° cel/ml produce |os
mayores rendimentos, seguido por Nanpochloropsis sp. CON 25 X
10° cel /ml, Chlorella sp. con 35 x 10°y finalnmente Spirulina
sp. deshidratada en una densidad de 0.9 g/1.5 1. El alinento
Topal se evalud como un alinento deficiente.

Con base en |as deterni naci ones bioquimcas (carbohidratos,
proteinas, |ipidos totales y valor energético) el mejor alinento
fué Chlorella sp. segui do por Nannochloropsis sp., Nannochloris
sp. y finalmente por ~Spirulina sp. deshidrat ada.

Se concluyé con base en |os resultados de | os paréanetros
nunmero de rotiferos considerando huevos (rch), fecundidad, |as
determ naci ones bioquimcas y a la facilidad del nmanejo de |os
cultivos, ue Nannochloropsis sp. Y Nannochloris sp. son al i nen-
t os adecuados para el cultivo del rotifero Brachionus plicatilis.

1.1.- ABSTRACT

Effect of food on the culture of the rotifer
Brachionus plicatilis (Miller: 1786) in a senicontinuous system

Al though the rotifer Brachionus plicatilis is not a natural
food for marine fish, it has been intensively used due to its
tolerance of wide [imts of tenperature and salinity, varied
techni ques of mass culture, small size, and reduced notility,
that enables the fish larvae to prey on it when fish larvae can
not capture other kinds of food.



Fi ve foods of two types, alive and dead, di spensed in
different ratios, were tested in the current study to determne
the best ration for the stock. Later, biochem cal anal yses on
the best ration were done, to obtain the best diet.

O all food tested, Nannochloris sp., Wth a density of 25 x
10%cell/ml, produced the best vjelds, fol | owed
Nannochloropsis sp, With 25 X 10°cell/ml, Chlorella sp. with 35
X 10°cell/ml and finally |yophilized spirulina sp. With density
of 0.9 gs/1.5 1 volune. Topal, a commercial food, was assessed as
deficient food. Accordi ng to biochem cal analysis (carbohid-
rates, proteins, |ipids and gross energy) the best food in de-
scending order was Chlorella sp., Rannochloropsis sp.,
Nannochloris sp. and |yophilized spirulina sp..

Consi dering the above results on popul ation variables, from
bi ochem cal analyses and from culture nanagenent, Nannochloropsis
sp. and Nannochloris sp. are considered the nost suitable food
for the culture of Brachionus plicatilis.



2.- 1 NTRODUCCI ON

La acuicultura en la actualidad es una fuente inportante de
producci 6n de alinento, que contribuye a satisfacer la creciente
demanda de proteina (Hepher y Pruginin, 1989). Ademés conlleva a
una serie de actividades (produccion, procesamento, tranporte y
venta), generando enpleos

En Mexico |a acuicultura naci 6 cono una activi dad conpl enen-
taria y de beneficio social para |as conunidades rurales, con la
cual sus habitantes podian i ncrenentar el consuno de proteina
animal y nejorar su nutricion (Juarez-Pal acios, 1987).

La actividad acuacultural en México, ha estado enfocada
preferentenente a | as aguas continentales. El piscicultivo marino
es una actividad que aun no se ha desarrollado, no obstante de
ser una buena alternativa para |a producci 6n de carne de pescado.
Debido a la extension de la linea de costa del pais y a la
exi stencia de gran nunero de | agunas costeras, esta situacion
cobra mayor relevancia en | os estados aridos, colindantes con el
mar, que tienen agua dulce limtada (Matus-Nvéon et al., 1990),
tal es el caso de Baja California Sur

En los cultivos intensivos, una de |las etapas mas criticas
es la larvaria, nonmento en el que se observan las mas altas
nortal i dades. Para que las |larvas se desarrollen con éxito, se
debe de disponer del alinento adecuado, tanto en cantidad conp en
cal i dad.

Los cultivos de apoyo (fito y zooplancton), utilizados conp

alimento para las larvas, siguen ocupando un sitio nmuy impor-



tante, ya que los alinentos artificiales no han consegui do audn
| as condiciones de calidad y precio que permtan sustituir a |os
alimentos vivos (Torrentera, 1987).

El rotifero Brachionus plicatilis ha sido anplianente utili-
zado dentro de la acuicultura cono prinmer alimento para larvas de
crustéaceos y peces, debido a que cuenta con caracteristicas tales
conb: capaci dad de sobrevivencia en anplios intervalos de tem
peratura y salinidad (Lubzens,1987); tamafio pequefio, novili dad
reducida y un el evado contenido cal orico, caracteristicas que
| os convierten en presas vivas adecuadas para las |larvas de peces
(Thei l acker y Kinball, 1984).

En la presente tesis se busco definir con cual alinento y en
qué raci 6n se producen | os mayores rendimentos de rotiferos, asi

conmp su calidad nutricional

3. -ANTECEDENTES

3.1.- GENERALI DADES

El phylum Rotifera est& constituido por m croorgani snos
met azoari 0os, pseudocel omados, no segnentados, conunnmente conoci -
dos conp rotiferos (del latin rota: rueda; fera: transportar),
debido a | a presencia de una corona ciliar que poseen en la parte
anterior.

Estos mcroinvertebrados son habitantes de anbientes
acuaticos y semterrestres, que pueden ser sésiles 6 |ibres nada-

dores. El phylum Rotifera se encuentra formado por tres clases:



Sei soni dea, Bdelloidea y Mnogonta (Brusca y Brusca, 1990).
Incluyendo esta dltima al género Brachionus

El rotifero plancténico Brachionus plicatilis es quiza el
representante mas estudi ado de este phylum Su talla pronedio
se encuentra en un intervalo de 125 a 300 mcras de |ongitud,
cabe nencionar que esta talla difiere para |la de |os organi snos
proveni entes de nuestras naturales (Walker, 1981; Snell vy
Carrillo, 1984). Es un organisno filtrador de pequefias
particulas en la columa de agua, las cuales atrae por nedio de
la corona ciliar; a su vez esta estructura tanmbién es utilizada
para |a loconocion (Fulks y Main 1992).

Brachionus plicatilis puede reproducirse sexualnente
(reproducci 6n mictica 0 nei 6tica) o nmedi ante reproducci 6n asexual
(reproducci 6n amctica o nmtética), la cual es mas comin. Los
canbi os anbi ental es tales cono variaci ones bruscas de tenperatura
y salinidad pueden inducir a la reproducci 6n sexual (Fulks y Min

op. Cit).

3.2.- BREVE H STORIA DEL CULTIVO DE ROTI FERCS

Japon fue el primer pais que desarrolld investigaciones
con el cultivo del rotifero Brachionus plicatilis. I nicial mente
est os m croorgani snos se consideraron conp una plaga para e
cultivo de anguila (Anguilla japonica), debido a |a elevada
vel ocidad de increnento poblacional |o que ocasionaba |a
degradaci 6n de la calidad del agua, provocando asi |a nuerte de
| as anguilas (Lubzens, 1987; Fulks y Min 1992). En Japdn este

fenébnmeno se conoci 6 conb "mizukawari". Fué Ito (1955 y 1957)



gui en observdé que el rotifero Brachionus plicatilis podia ser
utilizado conmp alinmento para |arvas de peces narinos vy
establ eci 6 | as condiciones para su cultivo, Utilizando conp
alimento a la microalga Chlorella sp. (Ito, 1960). A partir de
este trabajo se han realizado gran cantidad de investigaciones,
probando diferentes métodos de cultivo, diversas mcroalgas e
inclusive alimentos inertes, asi conp |a capacidad de las |arvas
de peces y crustéaceos para consumrlos y el efecto que tienen

sobre el crecimento y sobrevivencia.

3.3.- CLASIFICACION DE LOS CULTIVGCS

Los cultivos tanto de mcroal gas cono de otros mcroorganis-
nos (rotiferos y copépodos entre otros) pueden dividirse con
base en su vol Uunen, asi conb en la renovaci 6n del nedio de
cultivo y cosecha. De esta manera se puede hablar de cultivos
experimental es en vol unenes pequefios, que general nente se reali-
zan en tubos de ensaye; cultivos a nediana escala, que se
efectuan en vol Unenes nedios (litros) Yy cultivos a gran escala a
nivel de tanques (de 1 a varias toneladas). Qra forma de
dividirl os es considerando |a renovaci 6n del nedio de cultivo y
| a cosecha; de esta manera Lubzens (1987) divide los cultivos en:
estacionarios 0 continuos, cultivos sem continuos y cultivos

retroal i ment ados.

3.3.1.- CULTIVOS ESTACI ONARI OS 0 CONTI NUCs
Una de las caracteristicas de los cultivos estacionarios 0

continuos, es que |los rotiferos se introducen en nuy baja densi-



dad en un cultivo algal concentrado, Yy se realiza |a cosecha una
vez que |as mcroal gas han sido consum das en su nmayoria. La
duraci 6n de estos cultivos, asi cono |la densidad de los rotiferos
que se obtiene depende de |a concentraci 6n de las mcroalgas y de
la densidad inicial de los rotiferos. Cultivos de este tipo han
sido trabajados por vasil'eva y Ckuneva (manuscrito), De la Cruz
y Mllares (1974), Gatesoupe y Luquet (1981), Janes y Sal am

(1987) entre otros.

3.3.2.- CULTIVOS SEM CONTI NUCS:

En los cultivos sem continuos al igual que en los cultivos
continuos se inocula una baja densidad de rotiferos en un cultivo
denso de microalgas. Una vez que parte de estas mcroal gas son
consuni das, se renueva parcialmente el nedio agregando mcroal gas
frescas 0 algun otro alinento. Este recanbio se realiza en un
periodo de 1 a 3 dias; la fraccion que se renueva se considera
conmob cosecha. Después de varias cosechas el intervalo
reproductivo decrece, debido probablenente a |a acumul acion de
nmet abol it os excretados asi conp a |a desconposicion del alinento
no consum do. En estas ocasiones se cosechan todos |os
rotiferos, |os cuales pueden ser utilizados conp alinmento ¢ para
i nocular un nuevo cultivo. Con este tipo de cultivo se obtiene
altos rendimentos por arriba de los 100 rot/ml (Lubzens, 1987).
Un ejenplo de este tipo de cultivos son |os realizados por
Person-Le Ruyet (1975), Hrayama et al. (1979) y Hung (1989),

entre otros.



3.3.3.- CULTIVOS RETROALI MENTADOCS:

Los cultivos retroalinmentados son | os nenos conmunes, Hirata
et al. (1983) describieron el mantenimento de un cultivo de este
tipo, en el cudl se obtienen altos rendimentos. En este cultivo
| os depdsitos de materia organica Y el agua de desecho, reciben
un proceso de biofernentacion y a Su vez sirven conp nutrientes
para el cultivo de las microalgas. Los rendimentos obtenidos en

este tipo de cultivo son mayores que |os del control.

3.4.- TIPOS DE ALI MENTO

En cuanto a los tipos de alinento con |os cuales se han
realizado los cultivos de rotiferos, estan |las mcroal gas, |as
| evaduras, las bacterias y los alinmentos inértes. En |os cuadros
1y 2 se presenta un resunen tanto de |os tipos de alinmento cono

del autor del trabajo.

3.4.1.- M CROALGAS:

Las mcroalgas han sido el alinmento mas anplianente
utilizado (diferentes especies en varias concentraciones) conp
alimento en el cultivo de rotiferos, lto (1960) probd
Chl anydononas sp., Dunaliella sp., y Chlorella sp., encontrando
que no existia un efecto significativo en el intervalo reproduc-
tivo al utilizar cualquiera de las tres cepas.

Sin enbargo, otros autores indican que la concentraci 6n de
las microalgas es un factor inportante que afecta |la respuesta
pobl acional del rotifero. En los trabajos de Hrayam y Ogawa

(1972) se reconmienda utilizar densidades celulares nenores de



213 x 10% cel/ml de *chlorella sp.®, ya que observaron que a
estas densidades se presentaron |os mayores intervalos de
filtracion, |os cuales se increnentaron cuando | o0s rotiferos
tuvieron el estomago vacio.

Posterionmente Hirayama et al. (1979) probaron ocho
m croal gas diferentes, encontrando que el tipo de mcroalga y |la
densidad utilizada afectan tanto el intervalo reproductivo conmo
la tasa de crecimento instantaneo. En este estudio se evalud a
dos nicroal gas conpb excel entes Synechococcus sp.y Chlorella
sp., cuatro cono pronedi o Chlanydononas sp., Monnochrysis
lutheri, Dunaliella tertiolecta y Cycloptella crypticay dos
fueron encontradas cono inadecuadas Nitzschia closterium y
Eutriptella sp..

El intervalo de filtracién e ingestion pueden considerarse
cono medi das rel aci onadas con |la conducta alinmenticia y estan
i nfl uenci adas tanto por el tanmafio y la forma de la mcroal ga, asi
cono por |a conposicién bioquinmca, el estado fisioldgico y la
concentraci 6n de células. Yufera y Pascual (1985) observaron que
con Nannochloris oculata, Nannochloris maculata y Nannochloropsis
maculata el intervalo de filtracién dismnuyé al incrementar |a
concentraci 6n de cél ul as al canzando un nivel constante en 60 a 80
pg/ml; mentras que para |a mcroal ga Nannochloropsis gaditana e
decrecimento en el intervalo de filtraci6n se presentd a concen-
traciones por arriba de 40 pg/ml.

Uno de | os trabaj os que sin duda fueron fundanmental es para
el desarrolllo de los cultivos de |arvas de peces marinos, fué el

de Theil acker y McMaster (1971) quienes realizaron cultivos de



rotiferos alinentéandol os con Monochrysis |utheri, Nannochloris
sp., Exuviella sp. y Dunaliella sp. observando que |os nayores
rendimentos se obtuvieron con Dunaliella sp.y Monochrysis
lutheri con 220 y 200 rot/ml respecti vanmente.

Un gran nlnero de trabajos han utilizado [a mcroal ga
Chlorella sp.; investigaciones conb las de Hrayama y Ogawa
(1972) e Hirayama et al. (1973) conjuntamente con |os trabajos
realizados por Ito (1960) establecieron |a pauta en el uso de la
m croalga Chlorella sp. marina, debido a que |a evaluaron conp un
al i ment o adecuado para cultivo de rotiferos. Posteriornmente
Fukusho (1989) realizé la identificacion correcta de |a menciona-
da microalga, que corresponde a Nannochloropsis oculata. En |o0s
restantes trabajos realizados fuera de Japon, en |os cual es se
utilizo Chlorella sp., es probable que en realidad se trate de

esta microal ga.

3.4.2.~ LEVADURAS:

Hrata y Mori (1967 en Fulks y Min 1992) fueron quienes
descubrieron que la | evadura de pan Saccharonyces cerevisiae, Sse
podia utilizarse cono alimento para el cultivo de rotiferos. Con
este alimento alternativo se ha tratado de evitar |a dependencia
de los cultivos de m croal gas. El uso de la |levadura presenta
al gunas ventajas sobre las mcroalgas: es mas barata, accesible
en el mercado y de facil alnmacenami ento. No obstante Hirayama y
Funanoto (1983) observaron que los rotiferos alinmentados con
Saccharonyces cerevisiae presentaban deficiencias de varios

nutrientes. Esto fué corroborado por Janes et al. (1987) quienes
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obt uvi eron un porcentaje nenor de |ipidos y amnoacidos totales
(26.12 y 22.6% respectivanente) conparados con |os porcentajes
encontrados utilizando Candida sp. (34.87 y 32.51% respectiva-
mente) .

Wiyte y Nagata (1990) encontraron que S. cerevisiae presenta
s6lo un 9.8% de lipidos totales, mentras que Isochrysis gal bana
y Tetraselmis suécica presentaron 15.8 y 13.1% respectivanente.
Ademas de que los |lipidos presentes en S. cerevisiae no se
encontré la fraccion w3 (éacidos grasos poliinsaturados) |os
cual es son esenciales en el desarrollo de |os peces marinos
(Wat anabe, 1982).

Debido al bajo valor nutritivo de |la |evadura de pan, se ha
optado por nezclarla con Chlorella sp. (Rezeq y Janes, 1987) o
con Tetraselmis suécica (Salvatore y Mazzola, 1981) con el fin de
mejorar el valor nutritivo de los rotiferos y evitar de esta

manera |a degradaci 6n rapida del medio de cultivo.

3.4.3.- ALI MENTOS | NERTES:

Una de | as caracteristicas de los cultivos intensivos es el
requerimento de grandes vol ianenes de mcroalgas, |o que inplica
el evados costos de producci on. Una alternativa para dismnuir
| os costos es buscar productos que |as reenplacen, manteni endo
ademas un rendimento y calidad nutricional aceptable. Person-Le
Ruyet (1975) utilizo cono alinentos alternativos a |as cepas
Spirulina sp. deshidratada y Scenedesmus sp. liofilizada,
encontrando que con Spirulina sp. deshidratada se mantuvo un
cultivo de rotiferos con rendimentos nedios a razon de 1500 ng

por cada ml|lo6n de individuos, mentras que con Scenedesnus sp.

11



se presentd la muerte progresiva del cultivo. Gatesoupe (1981)
probd |a cepa de Platymonas suecica en |as formas seca y congel a-
da, en salinidades de 18 y 35 ©/oo y en vol Unmenes de 20 y 60 1;
de estos ensayos encontrd buenos rendimentos de 120 rot/ml en
pronmedio en 18 ©/oo de salinidad y 60 1 de vol Gnen. Qra
alternativa que se ha utilizado es el alinento fornul ado Topal
(alimento para rotiferos, producto de Belgica producido por
Artemia Systens N.V./S.A), el cual fué probado por Lubzens et
al. (1990) para el mantenimento de rotiferos a tenperaturas de
4%¢. Los resul tados obteni dos se compararén con |os de |a |evadu-
ra de pan S. cerevisiae, el cual fué el alimento en el que se
presentd un mayor interval o reproductivo que con Topal.

Ademds de las alternativas nencionadas |as dietas
m croencapsul adas surgi erén conp otra posibilidad viable. Teshim
et al. (1981) utilizaron dos tipos de mcroencapsul ados y |os
contrastaron con el alinmento tradicional: chlorella sp.. LoOS
al i mentos m croencapsul ados cuando estuvieron al macenados,
soportaron bien el cultivo de rotiferos unicamente en l0s tres
primeros dias al igual que con el alinmento vivo. Sin enbargo,
cuando |as microcépsulas se utilizardon recien preparadas el
cultivo se mantuvo por nueve dias, o cual no representa ninguna
ventaja ya que se requiere mano de obra constante al igual que

en el mantenimento de los cultivos de m croal gas.
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4.-J USTI FI CACI ON

De la misma forma que la agricultura provee de fuentes
energéticas los requerimentos cada vez nayores del honbre, |a
acuicultura, especificanmente la maricultura puede contribuir a
cubrir los nmencionados requerim entos.

En Mexico se piensa que el potencial pesquero es cinco veces
mayor que el actual, nuestros mares y litorales son una reserva
real, 1o cudl no significa que sean inagotables. Asi msnmo MXico
cuenta con 1.6 mllones de hectareas de litorales que incluyen
tanto franjas costeras con una profundi dad que no rebasa |os 30
metros cono por 12 500 km? de |agunas costeras y esteros (Con-
treras, 1985) l|as cuales son zonas propicias para |la acuicultura.

El cultivo de organisnos marinos tiene cuarenta afios de
desarroll o en paises conp Japon, sin enbargo, en Mexico no se
tiene una tecnologia para el cultivo de peces marinos ni |os
recursos humanos necesarios para el desarrollo de la msm. En
el CICIMAR-IPN se ha formado un grupo pionero en esta discipli-
na, Cuyo objetivo es generar bases solidas para el desarrollo del

pi scicultivo marino en nuestro pais.

El cultivo de larvas de crustaceos y peces de intéres
comercial, presenta una gran demanda de alinmento con el tamafio y
|la calidad nutricional adecuada, que permta una elevada
sobrevivencia durante esta etapa. La utilizacion de alinentos
vivos cultivados en |aboratorio puede satisfacer dichas demandas.

Aunque el rotifero Brachionus plicatilis no fornma parte de

13



|la dieta natural de nmuchos peces marinos, se ha utilizado
i ntensivanente, debido a |las caracteristicas que posee tales
cono: tolerancia a intervalos anplios de tenperatura y salinidad,
diferentes practicas de cultivo masivo, un tamafio pequefio (125 -
300 pm) y una novilidad reducida. Lo cual le permte a |las
| arvas de peces y crustaceos ingerirlos cuando alin no son capaces
de capturar otro tipo de presas. El rotifero es un alinmento
i deal para una gran cantidad de larvas, el cual se utiliza cuando
se inicia la alinmentaci 6n exdgena, etapa en |la cual se presentan
altas nortalidades si no se cuenta con el alinmento adecuado. En
la Figura 1 se pueden observar los intervalos de tienpo en |os
cuales el rotifero es adecuado conp alinmento para |arvas de peces
de diferentes tipos, esta figura fué tomada de H rayama 1985 y
nodi fi cado con base en | as experiencias que se han generado en el

| aboratorio de Biologia Experinmental del ClCl MAR-IPN

En otros paises se han realizado cultivos de peces de
i nportancia conercial, usando conp alinento de las larvas |a
m sma especie de rotifero. El cuadro 3 resune al gunos de estos
trabajos, el criterio de seleccion de dichas publicaci ones estuvo

basado en que se tratan de experiencias a nivel de produccion

En el laboratorio de Biologia Experinental del Cl C MAR se
han obtenidos series de desarrollo de 19 especies de peces
marinos y tres crustaceos (Ramirez et al, 1991), los cual es han
recibido cono prinmer alinento el rotifero Brachionus plicatilis

(en el cuadro 4 se nmencionan al gunas especies de peces, |as

14



cual es se eligieron por su valor comnercial). Conp parte de |as
bases que deben de generarse para desarrollar el cultivo de peces
mari nos, se planteo la realizacidn de un estudio para determn nar
con qué alinmento y en que racién, se obtienen |os nejores
rendi m entos (cantidad de individuos) y la nmejor calidad nutri-
cional en el cultivo de una cepa de rotiferos nativa. Ademas que
no debenos de ol vidar que todo conocimento cientifico generado
es valioso y posteriornente aprovechable por la tecnologia, sin

| 0 basico no se puede pensar en | o aplicado.
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5.-0 BJETI VO GENERAL

. El presente trabajo plantea encontrar el nejor alinentoy la
raci 6n mas adecuada para el cultivo del rotifero Brachionus
plicatilis en un sistema sem continuo.

5.1.- OBJETI VOS PARTI CULARES

_ 1) Realizar cinco bioensayos probando alinentos de dos
tipos vivos e inertes, en diferentes raciones cada uno, en e
cultivo del rotifero Brachionus plicatilis

2) Cbtener la racion en la cual el niomero de rotiferos
consi derando huevos y |a fecundidad, sean Optinpbs para cada uno
de los alinmentos probados.

. 3) Realizar un bioensayo probando simultaneamente |a mejor
raci 6n obtenidas para cada alinento, en el cultivo del rotifero
Brachionus plicatilis.

_4) Ootener l|a conposicion bioquimca de los rotiferos
cultivados con la nejor racion de cada alinmento.

~5) Ootener el alimento que genera rotiferos de mayor
calidad nutricional
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CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE

6.- MATERI AL Y MET O D @IBNCIAS MARINAS
BIR"."2TECA
LR N.
6.1.- AISLAM ENTO Y MANTENI M ENTO DE LA CEPA DONATIVO

Elmaterial bioldgico utilizado en la realizaci6on del
presente trabajo fué la cepa del rotifero Brachionus plicatilis,
la cudl se obtuvo en enero de 1984, nediante una recol ecta de
muestras de agua en el oasis de San Pedrito B.C.S., Mexico.

Las nuestras de agua recol ectadas fueron trasl adadas al
Laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR-IPN en La Paz,
B.C S. Se les distribuyo en diluciones de un cultivo de la
m croal ga Nannochloris sp., desarrollado en el nedio de cultivo
propuesto por Spectorova et al. (1982). La densidad aproxi mada
del cultivo fué de 50 x 10°% cels/ml, y con una salinidad de
36%/oo. FEl cultivo de la microalga se diluyé a 6, 12, 18 y
24 °/o00 de salinidad debido a que se considerd el caracter
eurihalino del género Brachionus; posteriornente a cada dil uciodn
se | e agregaron alicuotas de las nuestras de agua obtenidas. Los
reci pientes de cultivo fueron frascos de vidrio de 500 m de
capacidad de forma cilindrica con fondo plano, en un vol anen de
cultivo de 400 ml. Estos cultivos se mantuvieron a 23 + 1°c, con
una ilum naci 6n continua de 55 wats y aereacién continua. Trans-
curridas 48 horas se observo que en |las salinidades de 18 y 24
©/0o0 hubo proliferacién de rotiferos. A partir de esta etapa se
aplico la técnica descrita por Theilacker y McMaster (1971), para
| a producci 6n masiva de rotiferos, la que se nodifico de acuerdo
a las necesidades del laboratorio de Biologia Experinental del

CICMAR - IPNy que a continuacion se detall a.
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Debido a que los cultivos de mcroalgas se realizan en
sal i ni dades de 36°/o0o, y en la nmsna forma se utilizan |os
rotiferos conb internediarios de la cadena trofica, |a
manut enci 6n de | a cepa se realiz6 a 30 °/oo y posteriornente se
transfiri® a 36°/00, evitando de esta forma un choque osnbtico

para |os rotiferos.

6.2.- CONDI Cl ONES DEL CULTIVO DE ROTI FERCS:

Actual nente | a cepa de Brachionus plicatilis se mantiene en
recipientes cilindro-cénicos de 2 1 de capacidad en vol Gnenes de
1.5 1. Se utiliza agua de mar con una salinidad de 33 a 36 %,
previ anente tamizada a través de una malla de 20 mcras. La
aereacién es continua y de fondo. La ilum nacion se abastece con
| &nparas de luz de dia de 55 watts. La tenperatura anbiental se
encuentra entre 22 y 26° C con una tenperatura pronedio del nedio
de cultivo de 24 + 2°c. La mcroalga utilizada cono alinento
en |la manutencion de la cepa del rotifero es Nannochloris sp. en
un interval o de densidad de 20 a 25 x 10° cel/m1. En la Figura 2
se observa el diagrama de flujo del mantenimento y cultivo de |a

cepa del rotifero Brachionus plicatilis.

6.3.- AL|I MENTOS

Para la realizacién del presente trabajo se utilizaron cinco
alinmentos clasificados en dos categorias: alinmentos vivos y
alinentos inertes. En la prinera se utiliz6 a las microal gas
frescas Nannochloris sp., Nannochloropsis sp. y Chlorella sp..

Dentro de |la segunda se enpled la microalga deshidratada
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Spirulina sp. proveniente de Sosa Texcoco, México y el alinento
formul ado Topal producido por Artemia Systens N V./S. A de
Bél gi ca.

Las cepas de mcroal gas frescas fueron abasteci das por el
cepario del laboratorio de Biologia Experinmental del CC MAR -
| PN.

Los inéculos de |las mcroal gas se mantuvieron en crecimento
en condiciones de esterilidad, a partir de tubos de agar
inclinado transfiriendose a vol unmenes de 50, 100, 500 y 1500 mi.
El agua de mar utilizada fué enriquecida con el nmedio Marino 1
(Cuadro 5) propuesto por Gonzal ez-Acosta y Ranmirez-Sevilla
(1987). Todos los cultivos de mcroalgas se mantuvieron en |as

m smas condi ciones en que se mantiene el cultivo de rotlferos.

El agua utilizada para |os cultivos en garrafdn en vol dnenes
de 15 1 y columas de 50, 100 y 150 1, se tami zO por una malla de
20 micras y posteriornente para su esterilizacion se recircul6 a
través de un sistema de luz ultravioleta con un filtro
integrado de 5 mcras.

El nanero de células presentes por cada nililitro de
cultivo, se contabilizd periodicamente nmedi ante cuentas en | a
camara de Neubauer 6 hemat6citonetro. Asi mism se midieron |os
parametros de la salinidad, la tenperatura y el pHy en los
casos en que fué necesario se ajusté la tenperatura (de 23 a
25° O y la salinidad (36°/00). Los cultivos se utilizaron
entre los dias 16 al 21, nonento en que de acuerdo a |as
experienci as generadas en eld Lab. de Biologia Experinmental, se

sabe que alcanzan |la fase de crecimento exponencial. Cuando | a
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densi dad de células fué alta se diluy6 con agua de mar 0 en el
caso contrario se procedidé a concentrar nediante centrifugacion
en frio.

Las cantidades de alinmento utilizadas, para el caso de
Nannochloris sp. estuvieron basadas en |as experiencias inéditas
de su manejo en el l|aboratorio, ya que esta mcroalga ha sido e
alimento con el que se ha mantenido rutinarianente a |a cepa de
rotiferos. A partir de |as densidades utilizadas se eligieron
raci ones mas altas y mas bajas con un interval o de separaci 6n
constante, siendo éstas de 10, 15, 20, 25 30 y 35 x 10° cel/ml.

Para | a m croal ga Nannochloropsis sp. | as raci ones a probar
se eligieron siguiendo el esquema anterior, aunque so6lo se
habian utilizado ocasionalmente en el mantenimento de |a cepa
del rotifero. Las raciones fueron de 15, 20, 25, 30y 35 x 10
cel/ml.

En el caso de chlorella sp. |las raciones elegidas Se
basaron en |os datos reportados por Rezeq y James (1987) asi
conb en | as méxi nas densi dades de estos cultivos obtenidas en el
| aboratorio de Biologia Experinmental; probandose cinco raciones:
20, 25, 30, 35y 40 x 10% cel/ml.

Para el alimento fornul ado Topal se siguieron las instruc-
ci ones del fabricante que indican que un grano es equivalente a
2.9 x 10%cel/ml y se obtuvieron |os pesos correspondientes a |as
raci ones de Nannochloris sp. obteni endose 0.52, 0.77, 1.03, 1.30
y 1.50 g en 1.5 1 de agua de mar.

Las raciones de |la mcroal ga deshidratada Spirulina sp. se

obtuvi eron con base a |as reconendaci ones de Person-Le Ruyet
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(1975) adaptadas a nuestro vol umen de cultivo, las cuéles fueron
0.225, 0.450, 0.675, 0.900 y 1.125 g en 1.5 1 de agua de nar.

El Cuadro 6 resume (para este trabajo) los alinmentos con |0s
cual es se realizo cultivo de rotiferos, asi conp |as raciones que

se probaron

6.4.- DETERM NACI ONES BI OQUI M CAS DE LOS ROTI FEROS

Para la realizacion de |as determ naci ones bioquincas se
tomaron nuestras de 100 m de | os vol umenes de resuspensi 6n antes
menci onados. Los rotiferos presentes en estos vol unenes se
recuperaron tam zandolos a traves de una malla de 35 um, se les
enj uagdé con una solucion 0.8 mM de Nacl (Gatesoupe, 1981) y se
recuperaron con el nenor vol unen posible de agua, que fué de
entre 1.5y 2 nl. La Figura 3 presenta el diagrama de flujo de

| as det erm naci ones bi oquim cas.

6.4.1.- DETERM NACION DE PESO SECO

El peso seco se deternmind a partir de la pastilla celular,
la cual se recupero con ayuda de pipetas Pasteur y se coloco en
los viales, que estaban a peso constante. Se incubaron a 80°c de
tenperatura, durante 24 h. Los pesos se determ narén en una

bal anza analitica Sauter.

6.4.2.- DETERM NACI ON DE CARBOHI DRATCS:

Para |la determ nacion de |os carbohidratos, |la pastilla
celular se resuspendio en un mlilitro de agua desioni zada,
utilizando para esta determinacion 0.5 nl, dejando el otro 0.5

para |a determ naci 6n de proteinas. Los carbohidratos se
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cuantificaron por el método de Antrona (Dreywood, 1946) previa
hidrdélisis acida con Hcl 2N. Las lecturas se realizarén en un
espect of ot 6netro Milton-Roy a una absorbancia de 630 nm de |ongi-

tud de onda. Conp estandar se utiliz6 a-D glucosa

6.4.3.- DETERM NACI ON DE PROTEI NAS:

Con el 0.5 n restante obtenido de |a resuspencién de |a
pastilla celular se procedid a aplicar la técnica colorimétrica
de Lowy et al. (1951). Las lecturas se realizarén en el
espectrofoténmetro Milton-Roy a una absorbancia de 750 nm de

| ongitud de onda. Conp estandar se utilizo6 al bdm na.

5.4.4.- DETERM NACI ON DE LI PI DCS:

La extraccion de los lipidos se inicid con | as nuestras de
los rotiferos, las cudles se filtraron, enjuagaron y resuspen-
di eron en el menor vol umen de agua posible. Posteriornente se |les
agregdé la nezcla cloroforno: nmetanol (1:2), nanteni éndose en
refrigeraci 6n por 24h. Transcurrido este periodo se les
centrifugd en frio a 4 000 rpmdurante 10 min. Posteriornente se
separaron |las fases, siendo la inferior |la fase cloroformica (la
de los lipidos) y la pastilla celular la cual se utiliz6 para e
andlisis de proteinas y carbohidratos. Este proceso se repitid
nuevanente, agregando previanente unas gotas de agua destilada y
separando |as grasas restantes.

Las fases lipidicas obtenidas con la nmezcla cloroforno
metanol (1:2), se pasaron a través de Na,so, anhidro, Iavandolas

por goteo con 3 6 4 m  de cloroforno. Las fracci ones obtenidas
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se concentrarén a sequedad en el rotovapor a 55°c de tenperatura.
Estas se recuperarén diluyendo con cloroformo y se les transfirio
a viales a peso constante, se agregaron unas gotas de una
solucion 0.02 % de Butilato de H droxitolueno (BHT) en
cloroformo cono antioxidante. Para conocer el valor de |os
| ipidos totales |as nuestras se secaron con N, gaseoso y se

pesaron en |a balanza analitica.

6.5.~ DI SENO EXPERI MENTAL

6.5.1.- DETERM NACION DE LA RACION OPTIMA PARA CADA TIPO
DE ALl MENTO.

El disefio experinental consistid en probar cinco diferentes
alimentos, divididos en dos tipos: alimentos vivos en |os que se
incluyeron a las mcroalgas frescas Nannochloris sp.,
Nannochloropsis sp. Yy Chlorella sp. y alinmentos inértes cono
Spirulina sp. deshidratada y el alinmento formulado Topal. En
el caso de Nannochloris sp. se probaron seis raciones, en |o0s
cuatro bioensayos restantes se probaron en cinco raciones, en
todos | os casos cada raci 6n se probo por duplicado.

Previo a la realizacion de |os bioensayos |os rotiferos
fueron "precultivados" por tres dias, en el msno alinmento en el
gque posteriornente se llevaria a cabo | a experinentaci éon. La
Figura 4 representa el disefio experinental

Para |a realizacion de |los bioensayos se parti 6 de inéculos
iniciales con 80 rotiferos por cada mlilitro (considerando

huevos), |os cuales deberian de contar con fecundi dades por
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arriba de 1.0, |o cual nos garantizaba un estado saludable de |a
cepa. Después de 24 h de cultivo, los rotiferos se tam zaron a
través de una malla de 35 micras, se resuspendieron y |levaron a
un aforo de 500 nml de agua de mar previanmente filtrada.

Para |la evaluaci6on de |a poblacio6n, se honogenizo |a
resuspensién y se tond una alicuota de un mililitro, la cual se
fijo con fornmol al 4% contabilizandose los rotiferos presentes
con ayuda de un microscopio estereoscopico y un contador
diferencial de células . Las observaci ones obtenidas fueron
nanero de rotiferos consi derando huevos (produccio6n) y fecundi dad
pronedio, el calculo de estos valores se describe por Ramirez-
Sevilla et al. (1991). El ndnmero de rotiferos considerando
huevos (rch) , se utiliza ya que es el numero de henbras adultas
teni endo en consideraci 6n a | os huevos, |o0s cual es debido al
corto ciclo de vida de estos m croorgani snos, son individuos
potenci al es que en breve tienpo tendran requerimentos simlares
a los de los adultos. La fecundidad es la relacion del ndnero
de huevos en pronedi o por cada henbra, este paranetro, en |la
mayor parte de |os casos nos indica el estado de salud del
cultivo, ya que si los requerimentos alinmenticios estan siendo
adecuadanente cubiertos, |a fecundidad sera alta. Asi m snp se
obtiene el voldnmen necesario para restablecer el indculo. Cada
bi oensayo tuvo una duraci on de 16 dias, este periodo se eligio
t eni endo en cuenta que es el tienpo maxi no en que |las |arvas de
peces requieren en forma constante a los rotiferos cono alinen-
to. El diagrama de flujo de el mantenimento y cultivo de los

rotiferos se explica en la Figura 2.
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6.5.2.- DETERM NACIONES BIOQUIM CAS DE LAS RACIONES OPTI MAS
PARA CADA TI PO DE ALI MENTO

Con | a nmej or racion obtenida para cada alinento, se realizé
un nuevo bioensayo, en el cual se probaron de manera sinultanea
todos |los alinentos excepto Topal. Este experinento tuvo una
duraci 6n de 16 dias y se realiz6 por triplicado, siguiéndose |a
met odol ogia anteriornente descrita, con la variante de que para
cada vol unen de resuspensi 6n se tomaron 100 mlilitros, 1|os
cuales se wutilizaron para realizar |as determ naciones
bioquim cas. En la Figura 3 se presenta el diagrama se flujo de

| as determ naci ones bi oquini cas.

6.6.- ANALISIS ESTADI STI CO

6.6.1.- OBTENCION DE LAS RACIONES OPTI MAS.

La nejor raci 6n para cada uno de los alinentos utiliza-
dos, se obtuvo nediante analisis estadisticos no paramétricos,
siguiendo las técnicas descritas por Siegel y Castellan (1988).

Para detectar la existencia de diferencias significativas
entre |os duplicados (para cada raci6on en cada uno de |os
di ferentes bioensayos), se aplico la prueba de WIcoxon. Se
utilizo la prueba de Friedman de dos vias, buscando |a existen-
cia de diferencias en |los valores de producci 6n y fecundi dad
entre las raciones para cada tipo de alinento. Se realizaron
conmparaciones nultiples entre grupos defini éndose de esta manera
aquel I as raci ones para cada uno de |los diferentes alinentos, en

las cuédles los rotiferos tenian respuestas pobl acional es simi-
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| ares; obteni éndose de este nodo |as raciones Optinmas. Asimismo
se graficaron de |los valores de producci 6n y fecundidad por
raci ones, para los diferentes alinmentos probados.

Con el fin de ~conocer |la repetibilidad de | os experimentos
y consecuentemente la confiabilidad de |os datos obtenidos, se
aplicdé una prueba t de Student para datos pareados, a |los va-
| ores (produccién y fecundidad). Estos valores provinieron de
| os bioensayos en los que se obtuvo |la nmejor racio6n para cada
alinmento, y se conpararon con |os resultados obtenidos en el
bi oensayo en que se experinentd simultaneamente con |as nejores

raciones de los diferentes alinentos.

6.6.2.- DETERM NACIONES Bl OQUI M CAS:

En este trabajo se tonmd en consideraci 6n | as determ naci ones
bioquim cas de los rotiferos tratados con cada tipo de alinmento,
comp un criterio mas para definir el mejor alinmento.

Con el fin de determinar |a existencia de diferencias sig-
nificativas entre los triplicados, de los paranetros nunero de
rotiferos considerando huevos (rch) y fecundidad, se realizd la
prueba de Cochran

Para determinar con cual de los diferentes alinentos
probados se producen rotiferos de nejor calidad nutricional, a
las matrices de datos obtenidas para peso seco, carbohidratos,
proteinas y |ipidos, se les aplicaron |o0s siguientes analisis
estadisticos: para establecer si existen diferencias entre |as
concentraci ones de |os conponentes bioquinmcos (peso seco,

carbohidratos, proteinas y |ipidos), se aplic6 un analisis de
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variancia de dos vias con repeticiones (Sokal y Rohlf,1982) donde
el factor A corresponde a los diferentes alimentos y el factor B
a los dias. Con el fin de valorar, cual alinmento es el que
aportd el mayor contenido de peso seco, carbohidratos, proteinas
y lipidos totales, se realizo una prueba Andeva con conparaci ones
pl aneadas de |as nedias; confrontando |os dos tipos de alinento
(vivo contra inerte). Se realizaron las graficas de |as
nmedi as y | as desviaci ones estandar de | os peso seco, |os carbohi-
dratos, las proteinas y los |ipidos totales por dieta. Asi msnp
se cuantifico el valor energético (Nat. Res. coun. 1983) de cada
uno de los alinentos.

Con el fin de conocer la variacion de |os diferentes conpo-
nentes bioquimcos a lo largo del periodo experinental, se
graficaron el peso seco, |os carbohidratos, |las proteinas y |os
| ipidos totales por areas para cada alinento.

En el Cuadro 7 se resunen las diferentes pruebas
estadisticas que se aplicaron, asi conp |os correspondi entes

interval os de confianza con |os que se trabajo.
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7.- RESULTADOS

7.1.- DETERM NACION DE LA RACION OPTIMA PARA CADA TIPO DE
ALI MENTO.

Al aplicarse la prueba no paranetrica de W1 coxon para datos
pareados a |los alinmentos probados, se encontré que éstos no
varian significativamente, esta prueba se realiz6 con un (P<0.05)

Tras haber conprobado |a no variacion de |os duplicados y
haber| os pronedi ado, se realiz6 una prueba de Friedman de dos
vias (P<0.05). Los val ores obtenidos nostraron |la diferencia
significativa (entre el nanero de rotiferos considerando huevos y
| a fecundi dad) de al nenos una de las raciones en |los diferentes
tratam entos, que fue la nmenor racion. Excepto para el caso de
Chlorella sp., por |o que se deduce que no existe diferencias
significativas (p<o0.05) en la produccién (rch) y la fecundi dad
para |las diferentes raciones probadas de esta microal ga.

Las conparaciones miltiples entre grupos permitieron
definir, 1la raci6n que en térm nos pobl acionales resultd nas
adecuada. Para los tratam entos de Rannochloropsis sp.
Nannochloris sp. y Spirulina sp. si fué posible establecer la
raci 6n optima:  siendo ésta para Nannochloropsis sp. de 25 x 10°
cel/ml, para Nannochloris sp. 25 x 10°% cel/ml y de 0.900 g/1.5 1
en el caso de Spirulina sp..

Con |l o que respecta a Chlorella sp., se encontr6 un conpor -
tam ento nuy honobgéneo en todas |as raciones, por o que se opto
por elegir la raci6n que presenté un valor pronedio de

producci 6n y fecundidad mas alto, el cual fué de 35 x 10% cel/ml.
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Debido a los deficientes resultados obtenidos en todas |as
raci ones probadas del alinmento fornmulado Topal, desde | os
prinmeros dias, en |os que se observo |la rapida declinacion y
nmuerte de | a poblacidon a niveles nuy por debajo de | 0s indculos
iniciales, la evaluacidn de este alinento so6lo se realizd hasta
esta etapa.

En la Figura 5 se observa el conportam ento pobl aci onal de
los rotiferos en térm nos de producci6n, cuando se les cultivod
con alimentos vivos. En el caso de las mcroal gas ~Nannochloris
sp. y Chlorella sp., existe una declinacién del nuanmero de
rotiferos inicial, el cual fué mas marcado para el caso de
Chorella sp., cuyo periodo de adaptacion al alinmento tiene una
mayor duracion. En anbos tratam entos, el conportamento de |as
curvas presenta mayores variaciones, siendo éstas mas evidentes
en Chlorella sp. que en Nannochloris sp.. Para la mcroal ga
Nannochloropsis sp. se aprecia que las curvas de las diferentes
raci ones presentan poca variacion, siendo las tres raciones naés
altas nuy simlares y muy estables.

La Figura ¢ nuestra a los rotiferos que fueron tratados con
al i mentos inertes. En el caso del alinmento fornul ado Topal se
nmuestra una declinaci 6n abrupta del cultivo, a partir del tercer
dia en todas las raciones probadas. En el tratamento
SpimMina sp. en las dos raciones mas bajas se evidencia una
respuesta poblacional nenor que el resto de |as raciones. Las
curvas de las diferentes raciones presentan un conportam ento
estable, especialnente la racion mas alta (1.125 g/1.5 1). A

partir de la racién 0.675 g/1.5 1 en adel ante no se increnentan
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notorianente |os val ores de produccidn
La Figura 7 corresponde a |os valores de fecundi dad de
| os alinmentos vivos por raciones. En ella se observa que |la
m croal ga Nannochloris sp. se presenta un conportamento
estable, especialnente con la racioén 20 X 10% cel/ml, sin
enbargo, la raci6n elegida nediante andalisis estadisticos conp |a
mas adecuada fué la de 25 x 10° cel/ml que a pesar de ser menos
constante es mas alta en |os val ores de fecundi dad. En el caso
de la mcroalga Chlorella sp. se manifiesta para todas |as
raci ones una respuesta poblacional con nayores variaciones y en
pronmedi o con val ores mas baj os de fecundi dad que |os de las otras
dos nmicroalgas. Para Nannochloropsis sp. se observa que mantiene
un conportamento nmuy estable a lo largo de los 16 dias de
experi ment aci on, siendo tal conportamento nmuy claro en la
raci 6n de 25 x 10° cel/ml.
En la Figura 8 se conparan | as fecundi dades de | os alinmentos
i nértes. Con el alinmento fornulado Topal se observa que para
todas las raciones se presentan un marcado descenso en |o0s
valores de fecundidad y la declinacion total del cultivo en |as
dos raciones mas altas. En las raciones restantes se presentan
al gunos picos, producto de una relaci on de nuy escasas henbras vy
un nunero mayor de huevos.
Con la mcroalga Spirulina sp. deshidratada, los rotiferos
aument aron paul ati nanente sus valores de fecundidad conforme |a
raci 6n aunmenta, siendo estos valores maxinos en la raci6n de

1.125 g.
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Con base al namero pronedio de rotiferos (produccion) y
f ecundi dad obtenidos para las raciones encontradas cono |as mas
adecuadas, se puede decir que a una densidad de 25 x 10° cel/ml
de Nannochloris sp-. Se obtienen |os mayores rendi m entos, alcan-
zando | os 233.4 rot/ml, con una fecundi dad pronmedio de 1.05. En
segunda posici 6n se encuentra |la m croal ga Nannochloropsis sp.,
con la cual se obtuvo un pronedio de 193 rot/ml, con una fecundi -
dad de 0.99 a una densidad de 25 x 10° cel/ml. Con chlorella sp.
a densi dades de 35 x 10° cel/ml el rendimiento promedio fué de
150 rot/ml con una fecundidad de 0.71 y finalnente con Spirulina
sp. deshidratada 0.9 granps en 1.5 1 se lograron 79 rot/ ml con
una fecundi dad de 0. 60.

La confiabilidad de los resultados se hizo evidente al
conparar |os valores de produccion (nunero de rotiferos por
mililitro) y fecundi dad (rel aci 6n huevos/hembra), obteni dos para
| as nejores raciones en el bioensayo en el cual se experinmentaron
todos los alinmentos sinultaneamente no encontrandose diferencias

significativas (P<0.05).

7.2.- DETERM NACION BIOQUIM CA DE LAS RACI ONES OPTI MAS.

Al aplicar la prueba de Cochran, se observé que no
exi stieron diferencias significativas (pP<0.05) en el nanmero de
rotiferos considerando huevos y en |a fecundidad, para |os
triplicados de cada una de |as dietas (Nannochloris sp.,
Nannochloropsis sp., Chlorella sp. y Spirulina sp.), durante el

bi oensayo en el cual se probardn de forma simultanea.
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Las conparaciones de |los analisis de variancia entre |as
mej ores raciones obtenidas para cada tipo de alinento; indican
la existencia de diferencias altanente significativas
(P<0.001) entre | os pesos secos, |os carbohidratos, |as proteinas
y los lipidos total es obtenidos. Sin enbargo, en el caso del
peso seco los dias y la interaccion no fueron significativos
(p<0.05). Para el resto de | os conponentes, estas diferencias se
hi ci eron evidentes en funcion de los dias de la siguiente fornma:
muy significativa (p<o0.01) para |las cantidades de [os carbohi-
dratos y las proteinas y significativas (P<0.05) para |los |ipidos
totales. La interaccion no fue significativa (P<0.05) para
ninguno de |os conponentes bioquim cos.

Al conparar |os valores pronedi os de |os pesos secos, |os
carbohidratos, las proteinas y los lipidos totales para |os
al i ment os probados, por nmedio de un analisis de variancia con
conpar aci ones pl aneadas de | as nedias, confrontando |os tipos de
alimento (vivo vs. inerte), obtenenps que existe una diferencia
significativa (p<0.05) entre las nedias de |os pesos secos de
| os dos tipos de alinento. En el caso de los carbohidratos |as
di ferencias fueron muy signicativas (pP<0.01) y para |las proteinas
y los lipidos totales estas fueron altanente significativas
(P<0.001).

Asi misnmo al realizar la conparaci6n entre [|os alinentos
vivos, se observa que estos varian significativanente (P<0.05)
en el caso de |os pesos secos. Por su parte | os carbohidratos
presentan una variacion altamente significativa (p<0.001), |as
proteinas se diferenciaron de forma nuy significativa (pP<0.01),

en tanto que los lipidos totales no presentaron diferencias.
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Al agrupar |as cepas Nannochloris sp. y Nannochloropsis sp.
con base al tamafio y conpararlas contra Chlorella sp., se nota
que no existe diferencia entre sus respectivos pesos secos, nhi en
| as concentraciones de |os carbohidratos y los |ipidos totales,
sin enbargo, las proteinas si presentaron diferencias nuy
significativas (pP<0.01).

Se realizaron comparciones entre |as m croal gas Nannochloris
sp-. y Nannochloropsis sp., evidenciandose diferencias
significativas (P<0.05) entre sus pesosS Secos. En cuanto a | as
concentraciones de |os carbohidratos, existen diferencias alta-
mente significativas (p<0.001), mentras que por su parte |as
proteinas y los |ipidos totales no presentaron variacion. Los
val ores de |as sumas de cuadrados, |os valores de F cal cul ados vy
|l a significancia se observan en los Cuadros 8-11 para |as
det er mi naci ones del peso seco, |os carbohidratos, las proteinas y
l os |ipidos totales.

Las Figuras 9-12 representan graficamente | os valores de |as
nmedi as y sus desviaciones estéandar, para |os pesos secos, |os
carbohidratos, las proteinas y los |ipidos totales. En la Figura
9 se advierte que dentro de los diferentes alinentos |a mcroal ga
Spimina sp. presenta el mayor val or de peso seco, seguida por
Nannochloris sp., Chlorella sp. y Nannochl oropsis sp..

Por su parte la representaci on grafica de |os carbohidratos
(Figura 10) nuestra una concentraci 6n maxim para los rotiferos
que fueron tratados con sSpirulina sp., | a que dism nuye en
Nannochloris sp., Chlorella sp. y Nannochl oropsis sp..

Las concentraci ones nedi as de proteinas encontradas para | os
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diferentes alinentos se observan en la Figura 11. En donde
nuevanmente el alinmento Spirulina sp. mantiene el valor nmas alto
segui do por Nannochloris sp., Uannochloropsis sp. y finalnmente
por CNorella sp..

La Figura 12 corresponde a | os val ores nedi os y desvi aci ones
estandar de las cantidades de |ipidos totales encontradas en |o0s
rotiferos alinentados con los diferentes tratami entos. El mayor
valor medio fué el de la microalga Chlorella sp. que es muy
senej ante al de Nannochloropsis sp. Segqui do de Nannochloris sp. Yy
Spirulina sp..

La Figura 13 (a, b, c y d) se presentan |os porcentajes de
| os carbohidratos, las proteinas y los lipidos totales para |os
diferentes alinmentos. Se observa en estas graficas que
Nannochloris sp. presenta el mayor porcentaje de carbohidratos
con 24.6% En tanto que las mcroal gas spirulina sp., Chlorella
sp. Y Nannochloropsis sp. tienen 22.8, 22.5 y 19.4% de car bohi -
dratos respectivanente.

En los porcentajes de proteinas el oOrden descendiente es:
Spirulina sp., Nannochloropsis sp., Nannochloris sp.y CNorella
sp. cCOn 70.7%, 64.9%, 59.9% vy 56.5% de proteinas respectiva-
ment e.

En cuanto a los lipidos totales |os porcentajes presentes en
| os cuatro alinentos son: 20.9% para Chlorella sp., 15.7% para
Nannochloropsis sp., 15.5 para Nannochloris sp. Yy 6.5% para
Spirulina sp..

Los valores energéticos calculados con la férnula del
Nat i onal Reserch Council (1983) fueron 0.6124 Xcal/Kg para

CNorella sp., 0.5985 Kcal/Kg en el caso de Nannochloropsis sp.,
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de 0.5890 Kca/Kg para Nannochloris sp.y de 0.5580 Kcal/Kg en
Spirulina sp..

Las Figuras 14-17 representan |os conponentes bioquim cos
ant es nmenci onados asi conp su variacion diaria a lo |argo del
periodo de experinentaci 6n, para cada uno de l|los alinentos
pr obados.

En las cuatro graficas se puede observar que en los dias 1y
2 selleva a cabo la aclimataciéon a los alinentos utilizados
Posteriornmente el patrén de conportamiento varia para cada
alimento, a pesar de que |os bioensayos se realizaron de forma
sinul tanea, en las msmas condi ciones de tenperatura, salinidad,
iluminacion y edad de los cultivos. Sin enbargo, dentro de cada
tratam ento | os conponentes bioquimcos conservan la nisnma
tendencia, es decir que los increnentos y decrenentos en | as
canti dades de los carbohidratos, las proteinas y los |ipidos
total es son sinultéaneos.

En la Figura 14, se grafica el conportam ento de |os conpo-
nentes bioquimicos de los rotiferos alimentados con
Nannochloropsis sp.; en donde observa un patrdén de respuesta nuy
establ e, manteni éndose | a proporci 6n de peso seco, |os carbohi -
dratos, las proteinas y los |ipidos totales, existiendo dos picos
en los dias diez y quince.

Para | a mcroal ga Nannochloris sp., (Figura 15) se observa
| a existencia de una variaci 6n consi derable, con dos marcados
picos en los dias cinco y catorce, ademas de al gunos picos
menores. Asimsnp existe un el evado contenido de carbohi dratos en

el periodo conprendido entre los dias uno y cinco. Para |os dias
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trece al quince se presenta un bajo contenido de |ipidos totales.
En el caso de la mcroal ga chlorella sp. (Figura 16) se
observa un conportamniento nuy estable, tanto en la proporcioén de
| os diferentes conponentes bioquimcos, conb en el conportamento
poco Sinuoso que presentan en su conjunto. En los dias uno al
ocho existe una proporcion |igeranente mayor de carbohidratos.
Para el alinmento inerte Spirulina sp. (Figura 17) el
conportam ento de | os conponentes bioquimcos es nuy variabl e.
Teni endo de esta manera que en el periodo conprendido entre |os
prinmeros diez dias, es mayor |la proporcién de peso seco, |os
carbohidratos y las proteinas, con un marcado pico en el dia
cinco. Posteriornente existe una declinaci6n de todos |os
conponentes con dos puntos mas bajos en |os dias once y trece; en
|l os siguientes dias el patron de conportamento se vuelve
ascendente. A lo largo del periodo experinmental se observa que

| a proporcién de lipidos totales se nantiene constante.
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g8.- DI SCUSI ON

8.1.- DETERMI NACION DE LA RACI ON OPTIMA  PARA  CADA
Tl PO DE ALI MENTO.

Los cultivos de rotiferos realizados en el presente trabajo,
se consideran cultivos semcontinuos, a pesar de no existir una
renovaci 6n parcial del nedio de cultivo; sin enbargo si existe un
recanbi 0 periodico (diario) de las mcroalgas. Los rotiferos asi
cul tivados, son utilizados en parte cono alinento para las |arvas
de peces y la otra es utilizada conb inéculo, con el cual se
reestablece el cultivo. Estos cultivos tanbién pueden
consi derarse cono cultivos a nediana escala, no tanto por el
vol inmen ya que es reducido (1.5 1), sino por los rendimentos
obteni dos en esta forma, que se consideran altos. Adenmas de que
los rotiferos producto de los diferentes bioensayos, se
utilizaron como alinento para |arvas de peces.

La conparaci 6n de | os resul tados obtenidos en este trabajo
con trabajos previos representa cierta dificultad, ya que en
al gunos casos en |las referencias bibliograficas no se acl aran
todos los datos del cultivo, conp son: |as densidades de
m croal gas que se dan al cultivo de rotiferos, |os vol unenes de
cultivo, las tenperaturas a |as que se |les nmantuvo, entre
otros. Asimsnp |a evaluaci6on de |os resultados se realiza ne
diante diferentes nmetodos tales conp el intervalo intrinseco de
crecimento (R,) (Hrayama et al., 1979) o a traves de eval ua-

ciones indirectas del crecimento de las |larvas de peces
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(Thei | acker y McMaster, 1971), en este trabajo utilizanos |a

producci 6n de rotiferos y la fecundi dad.

En el presente trabajo se probaron dos tipos de alinento: el
vivo e inerte, el primero es el que nornmalnente usan |os
rotiferos en el nedio natural. No obstante, con |a manipul aci on
de estos organi snos en condiciones de |aboratorio se han probado
fuentes de alinento alternativas, debido a que la produccion de
|as microalgas requiere de mayores costos (condiciones de
tenperatura control ada, |uz continua, aereacién, nutrientes, nmano
de obra y otros). Al gunas de estas opciones son el alinmento
inerte y/é6 las dietas fornuladas, algunas de |as cual es estan
di sponi bl es en el nercado. La utilizacion de alinmentos de este
tipo en la realizacion del presente trabajo, sirvid para conocer
la factibilidad de utilizar un alinento alternativo, en el cua
se busca que sin disminuir la calidad del producto termna
(rotiferos) permta reducir |os costos. Contrastandolo con el
alimento vivo, el cual ademas de ser el normal mente utilizado, se
sabe que cuenta con | a calidad nutricional adecuada para sostener

el cultivo de rotiferos.

8.1.1.- Chlorella sp.

Dentro de los alinmentos vivos que se probaron, la mcroal ga
Chlorella sp. ha sido anpliamente utilizada, en un anplio inter-
val 0 de densidades y bajo diversas condiciones. Cabe aclarar que
la mcroalga wusada en el presente trabajo, corresponde a |la
identificacion de Chlorella y al nmencionar a la nicroalga tipo

*chlorella® del Jap6n, se hace referencia a su correcta
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i dentificaci On Nannochloropsis (Fukusho, 1989).

En este trabajo se observd que |a densidad de rotiferos se
i ncrement aba poco al aunentar |a concentraci 6n de Chlorella sp.,
entre las diferentes raciones, manteni endo un conportam ento nuy
estable. Esto puede deberse a que una vez que se al canza el
maxi no interval o de ingestio6n, |as mcroalgas no son consumn das.
Yiaf era (1985) observdé que a bajas densidades de celulas, el
intervalo de filtracién e ingestidn se increnmenta, sin enbargo,
al aunentar |a densidad de células el intervalo de filtracion
decrece y la ingestion se mantiene constante. Lo anterior es
contrario a lo encontrado por Rezeq y Janes (1987), quienes
observaron un incremento de |la densidad poblacional confornme se
incrementa |la concentraci 6n de |la m croal ga. Estos autores
encuentran que en la racié6n de 37 x 10° cel/ml, el tienpo de
duplicacién es nininb y la tasa de crecimento instantaneo es
maxi ma. En nuestro trabajo se observé el mas alto val or de
producci 6n (rotiferos considerando huevos) a una densidad de
35 X 10%cel/ml y fecundidad de 1.05; el valor de produccién es
cercano al obtenido por Rezeq y James (1987).

Por su parte Person-Le Ruyet (1975) coi ncide con Rezeq y
James (op. cit.), al observar que el incremento en |a disponibi-
lidad de la microalga incrementa |a densidad poblacional,
obt eni endo 180 rot/ml con una densidad de 65 x 10%cel/ml de
Chlorella sp. y de 140 a 150 rot/ml en volunenes de 4y 3 1
respectivanente. En nuestras experiencias obtenenos un pronedio
de 150 rot/ml, con una densidad de Chlorella sp. bastante nenor
de 35 X 10°cel/ml en un vol Gnen de 1.5 1.

Por su parte Hung (1989) utilizando |la m sma m croal ga,
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obtiene rendimentos de 136.8 y 142.2 rot/nl  en condiciones de
| aboratorio y en exteriores respectivanente. Sin enbargo, esta
autora considera bajos los rendimentos nencionados, al conpa-
rarlos con los 195.3 y 215 rot/ml obtenidos con Tetraselnis
chuii. Los rendi mentos que obtuvinos con Chlorella sp., tanpoco
fueron | os nejores ya que con Nannochloris sp. se al canzd una
producci 6n de 233.4 rot/ml.

Vasil'eva Yy (kuneva (manuscrito) nmanteniendo un cultivo
estacionario obtienen rendimentos de B. nbens, de 20y 25
rot/ml, alimentandol os con Chlorella sp. en densidades iniciales
de 10 x 10%cel/ml. Estos cultivos los realizan en tanques de
concreto de 3 a 4 toneladas de capaci dad, en vol unenes de 400 y
500 1, en condiciones de fotoperiodo y tenperatura naturales.
Los rendi m entos obtenidos por estos autores son bajos, sin
enbargo al considerar el volldnmen en que se realizan estos
cultivos se observa una cantidad inportante de rotiferos. Esta
densi dad debe de estar influenciada por |a presencia de bacterias
qgue en ultima instancia son fuente de alinento para |os
rotiferos, ya que las concentraciones iniciales de |la mcroal ga
utilizada son nuy bajas (Ushiro et al. 1980 en Lubzens 1987).

Snell (1983) observo un buen intervalo reproductivo de 1.24
al utilizar Chlorella sp. conp alinmento para rotiferos en una
concentraci 6n de 0.5 mg/ml1. En nuestra experiencia |a fecundi dad
no vario entre las diferentes raciones probadas y su valor fué
consi der abl enente nmenor (0.71) que el observado por Snell (op.
cit.), sin enbargo debe de tenerse en cuenta que no se estan

conparando |as concentraci ones de m croal gas. Este m snp autor
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t anmbi én observd que | as nezclas de Schizothrix sp. Yy Chlorella
sp., increnmentaban un pronmedio de 2.7 veces el intervalo repro-
ductivo al conpararlo con las dietas nonoespecificas. Esto
parece razonable ya que al conbinar dos tipos de mcroal gas se
pueden abastecer nejor |os requerimentos nutricionales de |os
rotiferos.

Por su parte Ben-Anptz y Fishler (1982) probaron cuatro
especi es de chlorella: que fueron c. marina, €. salina, C. ovalis
y €. stigmatophora, a nivel de tubo de ensaye y en densi dades de
1y 2 x 10%° cel/ml. Encontraron que las cuatro nicroal gas eran
una dieta pobre para los rotiferos. En el msno trabajo se
observo que los resultados fueron nmejores con Bannochloris
oculata a densidades de 7.5 a 15 x 10% cel/ml. Los resultados
de estos autores estan de acuerdo con | o encontrado en nuestras
experiencias, ya que Nannochloris sp. fué el alinento con el que
se obtuvieron los mas altos rendi m entos seguido de chlorella sp.

con la cudl solo se obtuvieron rendi m entos nedios.

8.1.2.- Nannnochloris sp..

Cuando | a mcroal ga Nannochloris sp. se utilizé en una
densidad de 25 x 10® cel/ml, se obtuvieron rendinientos pronedio
de 233.4 rot/ml con una fecundidad 1.05, los cuales fueron |os
val ores mas altos encontrados de |os alinentos probados. Por su
parte Hung (1989) obtuvo rendimentos de 183 rot/ml en una
densi dad de 20 x 10° cel/ml de Nannochloris oculata, |os cuales
fueron nenores a |os obtenidos en este trabajo a esa nisnha
concentraci 6n de nmicroal gas (213 rot/ml). Theilacker y McMaster

(1971) obtuvieron wuna produccién de 152 rot/ml a una
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concentraci 6n de 4 x 10% cel/ml con una fecundidad de 1.0 en
vol tnenes de 2 1. La concentracion de |la mcroalga utilizada por
estos autores fué nmucho nenor que la racion mas baja probada en
este trabajo (10 x 10%® cel/ml) a pesar de que |os vol Gnenes de
cultivo son senejantes, no se realizaron conparaciones.

Las concentraci ones de Nannochloris sp. afectaron tanto | os
val ores de fecundidad conp de produccion, ya que |la racion nmas
baja y las dos mas altas tuvieron valores nenores en |os
par anetros observados que en |as raciones internedias; entre |as
cuél es se encontré la nejor raci6n 25 x 10° cel/ml. Yafera y
Pascual (1985) observaron que los intervalos de filtracion e
i ngesti én estan determnmi nados tanto por l|a concentraci 6n conp por
el tipo de m croal ga. Con Nannochloris nmacul ata, Nannochloris
oculata y Nannochloropsis gaditana el intervalo de filtracidn
decreci 6 al incrementarse |la concentraci én de |la mcroalga,
al canzando un nivel constante de 60 a 80 pg/ml. Lo encontrado
por estos autores coincide de alguna forma con | o observado en
este trabajo, ya que nuestros resultados revelaron un intervalo
de concentraci 6n de la nmicroalga (de 15 a 25 x 10° cel/ml) en el
cual el crecimieto poblacional es Optimp. Sin enbargo, una vez
que se rebasan estas concentraciones |la fecundidad y el ndnero de
rotiferos decae, |o cual puede ser el resultado de un nmayor
desgaste provocado por una mayor actividad de filtracidn y una

menor ingestion.
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8.1.3.- Nannochl oropsis sp..

En cuanto a la mcroal ga Nannochloropsis sp. €xXisten pocos
trabaj os con |os cuales se pueda conparar |os resultados obteni-
dos. Si bien estan |as experiencias realizadas por H rayama y
Qgawa (1972), asi conp por Hrayama et al. (1973), quienes
recom endan la utilizaciédn de Nannochloropsis sp. en densi dades
menores a 2.13 x 10%cel/ml, con una densidad o6ptinma de 1.5 x
10®cel/ml en la cual obtienen los intervalos mas altos de
reproducci 6n e intervalo intrinseco de crecimento poblacional
Ademads del trabajo de Hrayama et al. (1979) en donde se eval ua-
ron ocho especies de fitoplancton, entre ellas Nannochl oropsis
sp., que resultd ser un excelente alinento para el cultivo de
rotiferos. Los resul tados obteni dos por estos autores, no son
conparabl es con los nuestros, ya que |as densidades de mcroal ga
que se usaron son nuy bajas, ademas de que |os experimentos se
realizaron a nivel de tubo de ensaye con 2 a 5 nl de nedio. Sin
embargo, si coincide con | o que encontranos en el presente traba-
jo, ya que si bien Nannochloropsis sp. no fué el alinento con el
cual se obtuvieron | os mayores rendi mentos, fué el segundo mejor
con 193 rot/ml y una fecundidad de 0.99, por |o cual puede

decirse que esta mcroalga mantiene bien el cultivo de rotiferos.

8.1.4.~ Spirulina sp.

Con respecto a la mcroalga deshidratada Spirulina sp. |a
raci 6n evaluada cono 6ptinma es mucho mayor a | a reconendada por
Person-Le Ruyet (1975) quien con 0.2 g/1 obtiene rendi mentos de

145 rot/ml en cultivos de 20 1, en nuestros experinentos
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utilizando el triple de la racion reconendada por este autor, o
sea 0.6 g/1, se producen 80 rot/ml en un volunmen de 1.5 1. La
diferencia en | os rendinmientos puede ser provocada tanto por el
vol unen (20 1) cono por la forma de nmantenimento del cultivo, al
que se |le extrae diarianente un cuarto del vol anen, existiendo
una fraccién que permanece y en |la que se acurulan tanto
excreciones de los rotiferos cono alinento en desconposicion, |lo
cudl genera bacterias que sirven de alimento a los rotiferos.
Los rendi m entos generados por Person-Le Ruyet son 1.8 veces
mayores que |os que obtuvins en este trabajo.

Para evitar la sedinentacion de l|a sSpirulina sp., se
siguieron las indicaciones de Person-Le Ruyet (1975) y cada una
de las raciones se dividio en dos partes; una que fué aplicada
por |as naflanas posteriornente al recanbio del nmedio y otra por
| as noches. A pesar de estas mnedidas, se presentd la
sedi mentaci 6n, |a que debe de ser considerabl enente nmayor si se
aplica toda la racién en una so6la désis. Ante estas situaciones
seria reconendabl e idear alguna fornma de aplicacion del alinento
que fuera continua, para tratar de mantener el alinmento en la
columa de agua y de esta forma los rotiferos |o pudieran

consumr.

8.1.5.- TOPAL.

De acuerdo a los resultados obtenidos el alinento fornul ado
Topal denostr6 una baja calidad en el mantenimento del cultivo
de rotiferos, debido a que durante la utilizacion de este
alinmento se observd una escasa estabilidad, |la cual se manifesto

por el canbio de color que en un principio era rosa y con un
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ol or dulce; a una coloracion blanca, con una consistencia |anpsa
y olor a harina de pescado, que se observd después de 8 h. Randn
Manriquez (com pers.) coincidid con |os resultados obtenidos en
este trabajo, ya que el observl una respuesta nuy simlar de este
producto al wutilizarlo conmo alinmento para el cultivo de
rotiferos. Por su parte Lubzens et al. (1990) obtuvieron nejores
resul tados con la levadura S. cerevisiae que con el Topal en el
mant eni m ento de una cepa de rotiferos a 4° C Este autor no
menci ona probl emas en |a estabilidad del producto, |o que quizé
no represent6 un problema, debido a |la baja tenperatura en que
realiz6 su experinentacion. Sin enbargo a 24 © C tenperatura
nedia en la que efectuanps este trabajo y el de Ramdbn Manriquez,
| a desconposici 6n del alinmento Topal fué acel erada.

Tomando conmo criterio para |a evaluaci6n de los alinentos
probados, unicamente | a respuesta poblacional de los rotiferos,
el nejor alinento es Nannochloris sp. seguido en orden descen-
dente por Nannochloropsis sp., Chlorella sp. y Spirulina sp.,
en tanto que el alinento fornulado Topal no se recom enda, en

| as condiciones en que se realizo este estudio.

8.2.- DETERM NACI ONES BI OQUI M CAS:

Durante la vida tenprana de |as |arvas de peces marinos, |a
energia metabdlica (lipidos, proteinas y carbohidratos) depende
de las fuentes endbégenas para |os enbriones y exdgenas para |as
| arvas; por lo que se requiere un aporte y oxidacion eficiente
de los nutrientes para poder satisfacer todos |os procesos

celulares (metabolism, crecimento y excrecion) (Pionetti et al
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1986) .

Los rotiferos se han utilizado con bastante éxito cono
primer alinmento de las |arvas de peces, etapa que es critica, ya
gue si no se cuenta con el alinento en la cantidad y con la
calidad adecuada se presentan altas nortali dades.

Para poder evaluar el efecto de cada tipo de alinento en | os
rotiferos se consideraron |as determ naci ones bioquinm cas de |os
rotiferos, conp un criterio méds para definir el mejor alinmento.

El conocimento de |las peculiaridades e intervalos de
variaci6on de la conposicion bioquimca de los organi snos
utilizados cono alinmento vivo, es necesario para escoger el
mét odo mas apropiado para increnentar su calidad nutricional.
Reci entenente | as investigaciones en nutricion con rotiferos han
consi derado inportante no s6lo conocer |la cantidad de rotiferos
gue se pueden obtener con un determ nado alinento, sino tamnbién
la calidad nutricional de estos mcroinvertebrados (Frolov, et
al. 1991).

Frolov y colaboradores (op. cit.) | nvestigaron |a
influencia de la conposicidén bioquimca de |os diferentes tipos
de alimento en la calidad nutricional de los rotiferos,
encontrando que ésta depende de |a conposici 6n bi oquimn ca del
alimento utilizado.

La nmayoria de las referencias en las que se realizaron
analisis bioquimcos, son trabajos finos en |os cuales se hace la
caracterizaci 6n tanto de |os am noacidos y |ipidos, dedicando un
espaci o nuy reducido a | 0S carbohidratos. ESto se debe a que
aunque | os carbohidratos aportan una significativa fuente de

energia y son conponentes de |os netabolitos celulares tales cono
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la glucosa en sangre, nucleotidos o glicoproteinas, no son
nutrientes esenci al es.

La conparaciones de los resultados con las referencias
bi bl i ogréaficas, en cuanto a los analisis bioquinicos, se puede
calificar conp pobre, ya que |os escasos trabajos realizados en
este topico utilizan alinentos diferentes a |os probados en esta
i nvestigaci 6n, pudiendo so6lo establecer conparaciones cono
alimento vivo. Ademdas de que las técnicas utilizadas en |as
diferentes <citas, son a nivel de cromatografia de gases, para
determinar las diferentes fracciones y porcentajes de los

am noacidos y los |ipidos.

8.2.1.- PESO SECO

El peso seco es una nedida de la bionmasa, es decir, la
cantidad de materia orgéanica aprovechable una vez descartada el
agua. El peso seco de los rotiferos tratados con la microalga
deshi dratada Spirulina sp. fué considerablenente mayor con
respecto al resto de los alinentos. Esto pudo deberse al nayor
tamafio de |as celulas, |o que provocaba que durante el tam zado y
enjuagado, no se elimnaran la células en su totalidad. Debido a
lo anterior cuando el nedio presentaba abundante sedinmento, se
tanmi zé previa a la malla de 35 nmicras por una de 300 micras.

Los pesos secos de los rotiferos tratados con Nannochloris
sp. y Chlorella sp., presentaron valores pronedio cercanos, |o

gue puede ser resultado de su cercania fil ogénetica.
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8.2.2.- CARBOHI DRATCS.

Los carbohidratos son la fuente prinaria de energia, ya que
es a través del sol y la fotosintesis que |os organisnos
aut 6trof os capturan energia radiante, convirtiendola en energia
quim ca por nedio de |a sintesis de glucosa. Conb ya se nencioné
anteriormente los carbohidratos son a) compuestos estructurales
y b) noléculas ricas en energia, que sirven conp conbustible para
la respiraci6n. Sin enbargo, tienen un nmenor aporte energético
que los lipidos: un granp de carbohidratos produce aproxi mada-
mente 1/4 del calor que se produce por |a oxidaci 6n de un grano
de grasa (Lovell, 1988). Es por ello que en |os estudios
nutricionales no solo de rotiferos sino de otros invertebrados,
se da mayor inportancia a los |ipidos y proteinas.

Los porcentajes de carbohidratos cuantificados a |o0s alimen-
t 0S Nannochloris sp., Nannochloropsis sp., Chlorella sp.y
Spimina sp., son nuy simlares (24.6, 22.8, 22.5 y 19.4%
respectivamente) tanto entre ellos, conpo con |os reportados por
Frolov et al. ( 1991) quienes obtuvieron un 26.8% con
Phaeodactylum tricomutum 20.7 coOn Monochrysis |lutheri y 20.5
con Nephrochloris salina. Wyte y Nagata (1990) observan que
del 61 al 80% de |os azucares totales que constituyen a |os
rotiferos, es glucosa, |lo que indica |la presencia de glucdgeno

al macenado, el que varia con |a dieta.

8.2.3.- PROTEI NAS.
Las proteinas son conpuestos estructurales y funcionales en

| os seres vivos. Los requerimentos de |las proteinas en |as
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de peces, estan influenciados por |a especie, el tipo de dieta,
tamafio del individuo, asi conpb por factores tales conp |la
tenperatura del agua, |os niveles de oxigeno, entre otros
(Pillay, 1990).

Las proteinas son sustancias que se caracterizan por la alta
estabilidad de |os ami noaci dos que |as forman. Frolov et al.
(1991) observaron que el contenido de proteinas, varia poco entre
la fuente de alimento y los rotiferos que la consunen.

Los porcentajes de proteinas cuantificados para |[os alimen-
tos utilizados en este estudio fueron para Spirulina sp., 70.7;
Naunochl oropsis sp., 64.9; Nannochloris sp., 59.9 y Chlorella sp.
56.5%, siendo estos mayores a |os observados por Frolov (op.cit.)
(57.2, 48.1 y 50.2 para Ph. tricornutum M. lutheri y N. salina
respectivanente). Rezeq y Janes (1987) observaron que a una
concentraci 6n de 37 x 10° cel/ml de Chlorella sp., se obtuvo un
23.32% de proteinas. Por su parte los rotiferos cultivados con
la microalga tipo "chlorella", o sea Nannochloropsis sp. en el
Instituto de pesquerias de Nagasaki (1975 y 1976) yen la
Estaci 6n de Pesquerias Experinentales en Gfu (1975) (\Wat anabe
et al. 1983) presentaron 71, 73.7 y 74.1% de proteinas totales,
estos valores son nmayores a |los cuantificados para la msm

m croal ga en este trabajo.

8.2.4.~ LI PIDOS

Un abasteci mento adecuado de |ipidos por parte de |os
rotiferos a las larvas de peces, es indispensable para el adecua-
do crecinmiento y desarrollo de las mismas. Los acidos grasos son

de inportancia prinmaria, ya que algunos de ellos son esenciales
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para el crecimento, el desarrollo y el mantenimento de mnuchos
procesos fisioldgicos (Frolov et al. 1991). Al gunos estudios han
denpstrado que los requerimientos de acidos grasos esenciales
difieren considerabl emente entre especies (Watanabe et al. 1983).

De los diferentes alinmentos utilizados para los rotiferos,
Chlorella sp. presentd el mayor pocentaje de |ipidos (20.9%;
Frolov et al. (1991) observaron un porcentaje nuy simlar
(20.49% de grasas en los rotiferos alinentados con Monochrysis
| ut heri.

Nanochl oropsis sp. y Nannochloris sp., presentaron porcen-
tajes mas bajos de lipidos (15.7 y 15.5 % respectivanente),
Frolov (op.cit.) encontré porcentajes simlares (13.6% para
Nephrochloris salina y (8.7% para Ph. triconnmtum Wt anabe et
al., (1983) cuantificaron porcentajes totales de acidos grasos
para Nannochloropsis sp. (3.7, 4.2 y 3.8%), considerablenente
nmenores a |os obtenidos en este trabajo para el msno alinento.
Wiyte y Nagata (1990) refieren porcentajes de lipidos simlares a
| os observados en nuestras experiencias (T. pseudonana, 10.0% I.
gal bana, 15.8% y T. suecica, 13.1%), Sin enbargo, para Chlorella
saccharophila el porcentaje de |ipidos encontrado por Wyte y
Nagata (op. cit.) (9.8% es considerablemente menor al obtenido
en nuestras experiencias para Chlorella sp. (20.99.

Rezeq y James (1987) observaron que el porcentaje de
|ipidos totales, asi conp de la fraccion w3 de |os &cidos grasos
pol i i nsaturados PUFA (por su abreviatura en inglés), varia en
relaci én a la concentraci 6n de Chlorella sp. en que se cultiva a

l os rotiferos. El méxino porcentaje de |ipidos totales (36.98%
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y de la fracci 6n w3 (22.85%), obtenido por éstos, se presenta €n
la racion 37.5 x 10° cel/ml, que es 1.76 veces mayor que el
obteni do en nuestros resultados.

La variacién diaria de |os conponentes bioquinicos de |os
rotiferos es un factor inportante a considerar en |la eleccién del
al i mento adecuado para el cultivo de estos microinvertebrados.
Los alinmentos vivos Nannochloropsis sp., Nannochloris sp. vy
Chlorella sp. mantuvieron un conportam ento estable, tanto en |as
proporci ones de | os componentes conob en su conjunto, es decir que
| os conpuestos bioquim cos siguieron la msm tendencia. En tanto
que la mcroal ga deshidratada Spirulina sp. presentd variacién en
ambos. Esta variaci 6n debe de estar relacionada con |os canbios
en |a conposicion bioquinica de las microalgas. En el caso del
alimento inerte pudo deberse a la nenor 0 nayor cantidad de
Spirulina sp. que fué arrastrada durante el tam zado, Ila
resuspension y la toma de | as nuestras para | as determ naci ones

bi oqui m cas.

8.2.5.- VALOR ENERCETI CO

El val or energético se define conp el contenido de energia
de una sustancia, determ nado por |a conpleta oxidaci én del
conpuesto en di 6xi do de carbono, agua, gases y conp producto
principal calor (Lovell, 1988). El valor energetico puede
resunirse a la energia que aportan | os |ipidos, proteinas y
carbohidratos, siendo inportante este orden ya que |os |ipidos
por unidad de peso (gramp) aportan el nayor contenido energetico,
segui do por las proteinas y |os carbohidratos.

El orden descendiente de los valores energeticos que
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obtuvinos para |los alinentos probados, coincide con el orden
descendent e obtenido para los |ipidos totales. Esto hace evidente
la inportancia de los |ipidos antes nencionada, por lo tanto l|a
mcroalga Chlorella sp. que presentd el mayor porcentaje de
| i pidos presenta tambien el nmés alto val or energético.

Con base a | as determ naci ones bioquimcas y teniendo en
consideracién la inportancia de los |ipidos, las proteinas y |os
carbohidratos totales, conp el enmentos que son transferidos a |os
rotiferos por el alinmento que consumen y que a Su vez son inpor-
tantes (especialnente |os |ipidos) para el adecuado crecimento y
desarrollo de las larvas de peces; el nejor alinento de acuerdo a

nuestras condiciones de trabajo fué Chlorella sp. con una nayor

cantidad de Ilipidos, con un alto valor energético y con
cont eni dos mnedi os de proteinas y carbohidratos. En segundo
térm no se encontro el al i ment o Nannochl oropsis sp. con una

cantidad de lipidos y un valor energético nuy sinmlar al obtenido
con Nannochloris sp.., |los cuales son |igeranmente nenores. En
tanto que Rannochloris sp. presentd el nmayor contenido de
carbohidratos y una cantidad nedi a de proteinas. Fi nal nente
gueda Spinlina sp. deshidratada con |os mas bajos val ores de
| ipidos y de valor energético, sin enbargo con una el evada
cantidad de proteinas y una buena cantidad de carbohidratos.
Ahora bi en, debe tenerse en cuenta |las facilidades de
manej o de | os cultivos de Nannochloropsis sp. y Nannochloris sp.,
en los cual es se al canzan altas densi dades en cortos periodos de
tienpo (a las tenperaturas a |as que se trabaj0). En tanto que

en el cultivo de Chlorella sp., la fase exponencial tardd en
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al canzarse hasta veinte dias y aun a pesar de nantener |o0s
cultivos con aereaci 6n vigorosa, tendio a aglutinarse y pegarse
en las paredes y fondo de |os recipientes de cultivo.

El alimento deshidratado spirulina sp. Nno tuvo una adecuada
calidad nutricional, sin enbargo es un alinento barato,
facil mente accesible en el mercado, cuyo uso no requiere de nmano

de obra especializada ni de instal aciones especial es.

8.3.- CONFI ABILIDAD DE LOS RESULTADOS OBTENI DCS:

Los bioensayos en los cuéles se buscdé la racion nas
adecuada para cada alinmento, no fueron sinultéaneos, |o cual en
cierta nedida podria suponer una fuente de variacion. Sin
enbargo, Se cuido que las condiciones de la luz, la tenperatura,
la calidad del agua, |a aereacion y la salinidad fueran
constantes, ajustandolas la tenpreratura a 24 +2° y la salini-
dad a 36 °/00, en caso de ser necesario. N

La confiabilidad de |os valores de produccion y fecundi dad
guedo6 denpbstrada al no encontrar variaci 6n estadisticanmente
significativa entre los tratam entos de cada racion en |os
di ferentes bioensayos efectuados. Asi msnmo, |la repetibilidad de
| os experinentos se denmobstré cuando se realizd el bioensayo en el
cual se probaron de manera sinultanea | as nejores raciones de
cada tipo de alinento y se conpard | o obtenido en este experinen-
to contra |as experiencias anteriores (para cada uno de |os
alimentos, en los cuales se obtuvo la racién o6ptim), no
encontrando diferencias significativas.

Tanpoco se encontraron diferencias significativas entre |os

val ores de los peso seco, las concentraciones de |os
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car bohi dr at os, las proteinas y los lipidos totales de |os
tratam entos de los diferentes alinentos probados.

La eval uaci on de | a poblacion por nedio de el numero de
rotiferos considerando huevos (produccion) y fecundidad (relaci6n
huevos/ henbra), resultan adecuados cuando se usan en conjunto,
ya que puede suceder |a existencia de un numero elevado de
rotiferos, |o0s cuales carecen casi por conpleto de huevos,
t eni endo consecuentenente un valor bajo de fecundidad, |o cua
indica un pobre estado de salud de la cepa de rotiferos
Pudi endo tanbi én presentarse el caso contrario, en el cual
existen valores altos de fecundidad producto de una relacion de
pocos huevos con un nudmero nenor de henbras, tal conmp ocurrid en
| os rotiferos tratados con el alinmento formul ado Topal. Sin
embargo, al observar el nudmero de rotiferos considerando huevos
para este misno ejenplo, se ve que éste es insignificante.
Con base a lo anterior, se desprende la inportancia de usar
conjuntanmente | os paranmetros nunero de rotiferos considerando
huevos (producci6n) y fecundidad, |os cuales se conplenmentan vy

T
nos dan una idea mas clara del estado de salud del cultivo de

rotiferos.
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9. - CONCLUSI ONES

1.~ Con base en |os parametros nanero de rotiferos por mlilitro
de cultivo (produccioén) vy fecundidad, e}l nejor alinmento fue
Nannochloris sp. €n una raci 6n de 25 x 10° cel/ml, seguido por
Na.rémochloropsis sp. con. 25 X 10‘6cel/m1, Chlorella sp-. con 35 X
10° y por nltimo Spirulina sp. deshidratada a 0.9 g/1.5 1 de
medi o de cultivo.

2.- El alinmento fornulado Topal fué encontrado comp un alinento
deficiente, para las condiciones en las que se realizd este
estudi o.

3.- Con base en | as determ naciones bioquim cas (carbohidratos,
proteinas, |lipidos y valor energetico) el nejor alinmento fué
Chlorella sp. segui do por Nannochloropsis sp. y Nannochloris sp.
y final nente spirulina sp. deshi drat ada.

4.- Conjuntando los criterios: numero de rotiferos considerando
huevos (rch), fecundidad y |as determ naci ones bioquimcas, asi
comp la facilidad de manejo de los cultivos de mcroal gas, se
concl uye que Nannochloropsis sp. y Nannochloris sp. en una densi -
dad de 25 x 10% cel/ml son alinentos adecuados para el cultivo
del rotifero Brachionus plicatilis.

/
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10.- RECOMENDACI ONES

1) Teniendo en cuenta | os resultados obtenidos a o |argo de
este trabajo, se recom enda mantener |la cepa y realizar |os
cultivos de rotiferos con |as nicroal gas Nannochloropsis sp.y
Nannochloris sp..

2) Realizar a estas mcroalgas los analisis de |as
fracciones lipidicas (especialnmente la fraccidén linolenica) y la
conmposi ci 6n de aminoacidos, para de esta manera tener |a
seguri dad de que es recomendable su utilizacion

3) Conocer |os requerimentos nutricionales de las |arvas de
peces, 1los cuales difieren de especie a especie. Ya que si
tenenmos en cuenta que |la conposicién bioquimca de los rotiferos,
depende de |a conposicion bioquimca del alinmento con que se |les
mantiene, esta puede mani pul arse tratando de optim zar su calidad
nutricional en beneficio de las |larvas de peces.

4) Continuar con |a experinmentacion del cultivo de rotiferos
en volimenes mayores, a fin de conocer |as condiciones necesarias
para su realizaci 6on, por ejenplo: voldnen de recanbi o, peri odi -
cidad del recambio, nantenimento del cultivo con alinentos
baratos y posteriormente con un cultivo secundario que increnmente
su calidad nutricional
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Clase y Orden

Género y Especie

Autor y afio

'yanophyceae
Hormogonales
Prymesiophyceae
Pavlovales

E.ustigmatophyceae

Blacillarophyceae
Biddulphiales

hlorophyceae
Volvocales

Chlorococcales

‘rasinophyceae
Pyraminonadales

Schizothrix sp.
Monochrysis lutheri

Nannochloropsis oculata

Nannochloropsis gaditana

Chaetoceros gracilis
Cyclotella sp.
Phaeodactylum tricornutum

Chlamydomonas sp.
Chlamydomonas reinhardii
Dunaliella tertiolecta

Chlorella sp.

Chlorella stigmatophora
Chlorella marina

Clorella salina
Chlorella ovalis
Chlorella vulgaris

Scenedesmus acuminatus
Nannochloris sp.

Tetraselmis chuii
Tetraselmis suecica

Snell et al, 1983a

Person-Le Ruyet, 1975
Theilacker y McMaster, 1971
Hirayama y Ogawa, 1972
Hirayama et al, 1979,1983
Hirayama y Funamoto, 1983
Ben-Amotz y Fishler, 1982
Yufera y Pascual, 1985

Hung, 1989
Hirayama et al, 1979
Ben-Amotz y Fishler, 1982

Ito, 1960
Chiang y Young, 1978
Theilacker y McMaster, 1971

Girin y Devauchelle, 1974
Rezeq y James, 1987

Hung, 1989

Chiang y Young, 1978
Mitchell, 1986

Snell et al, 1983a

Lubzens, 1987

Ben-Amotz y Fishler, 1982
Ben-Amotz y Fishler, 1982
Ben-Amotz y Fishler, 1982
Rico-Martinez y Dodson, 1992
Vasil'eva y Okuneva (ms)
Theilacker y McMaster, 1971
De la Cruz y Millares, 1974

Hung, 1989
Person-Le Ruyet, 1975

Cuadro 1.— Especies de microalgas que se han utilizado

como alimento en

el

Brachionus plica tilis

cultivo del

rotifero




Tinp alimento

Género v Hspecie

Autor v afio

Alimentos inertes

Anabaena flos-aquae
Thiocapsa roseopersicina

Spirulina sp.
liofilizada

Scenedesmus sp.
liofilizada

Plantymonas suecica
seca, congelada
Topal
alimento formulado

Microencapsulados

Levaduras
Saccharomyces cerevisiae |Lubzens et al., 1990
James et al., 1987
Candida sp. Hirata et al., 1983
Bacterias

Starweather y Kellar,1983
Sakamoto y Hirayama, 1983

Person-Le Ruyet, 1975

Person-Le Ruyet, 1975
Gatesoupe y Robin, 1981
Lubzens, et al.,1990

Teshima et al.,1981

Cuaclro 2.— Dietas
como alimento en el

Brachionus plicatilis.

alternativas que se han usado
cultivo del rotifero




Familia Género y Especie Pafs | Autor y afio
Chanidae Chanos chanos Taiwan {Liao, 1991
Centropomidae | Lates calcarifer Tailandia{Tookwinas, 1990
Sparidae Sparus auratus Francia [Ounais-Guscherman,1989
Espana | Polo et al., 1992
Sparidae Pagrus major Japon |Fukusho et al.,1984
Fukusho, 1991
Sparidae Acanthopagrus schlegeli|Japon [Okauchi et al., 1980
Percichthydae |[Dicentraschus labrax Francia [Gatesoupe & Luquet,1981
Espana [Esteves & PLanas, 1987
Serranidae E. malabaricus Tailandia|Tookwinas, 1990
Coryphaenide |Cotyphaena hippurus EUA  |Ostroswski y Divakaran,1990
Pleuronectidae [ Scophthalmus maximus [Francia |[Person-Le Ruyet et al.,1991
Bothidae Paralichthys olivaceus |Francia [Gatesoupe et al.,1989
Cuadro 3.— Publicaciones internacionales en las cuales
se describe la utilizacion del rotifero

Brachionus plicatilis.




Familia

Género y Especie

Autor y afio

Clupeidae
Gerreidae
Gerreidae
Serranidae
Haemulidae
Sparidae
Scianidae
Ephippididae
Bothidae
Soleidae

Ophisthonema libertate
Eugeres axillaris

Gerres cinereus

P. maculatofasciatus
Anisotremus interruptus
Calamus brachysomus
Cynoscion parvipinnis
Chaetodipterus zonatus
Paralichthys woolmani
Achirus mazatlanus

Matus-Nivon et al.,1 989b
Ortiz-Galindo, 1991
Matus-Nivon et al.,1 990
Matus-Nivon et al.,1990
Matus-Nivon et al.,1 990
Matus-Nivon et al.,1989a
Ramirez-Sevila et al.,1988

Martinez-Pecero et al.,1990
Contreras-Olguin et al.,1989
Ortiz-Galindo et al.,1 990

Cuadro 4.— Trabajos realizados por el grupo CICIMAR

IPN en los
Brachionus plicatilis.

que se utilizé al rotifero




Reactivo Concentracion
Na NO3 1100 M
Na2 HP04 100 pM
Mn CI2 10 M
Zn CI2 25 M
Fe so4 20 M
Na2 Mo0O4 5 M
co ClI 150 nM
cu1 Cl2 150 nM
NazEDTA 80.6 M
Cianocobalamina ! pg /1
Biotina 1 peg/t
Tiamina 100 ypg/id

Cuadro 5.— Medio Marino [, tomado de Gonzalez—

Acosta y Ramirez-Sevilla 1987.



Alimento Raciones J
Nannochloropsis sp. 10, 15, 20, 25, 30 y 35 x10EG6 cel/ml
Nannochloris sp. 15, 20, 25, 30 y 35 x10EScel/ml
Chlorella sp. 20. 25, 30, 35 y 4-O x 10E6 cel/ml
S pirulina sp. 0.225, 0.430, 0675, 0.900 y 1.125 g/1.5 L
Topal 0.52, 0.77, 1.03, 1.30, 1.50 g~1.5 1.

Cuadro G.— Alimaentos y raciones ulilizadas en la realizacién de los
diferentes bioensayos,



Obtencién de la racién optima

ara cada alimento.

Objetivo

Detectar diferencias significativas
entre rch y fec. para los duplicados
de c/u de las raciones.

Detectar diferencias significativas
entre rch y fec. entre las raciones
para cada alimento.

Definir las raciones con respuestas
similares y detectar la racion en la
cual rch y fec. son maximos, para
cada alimento.

IPrueba estadfstica

Prueba de Wilcoxon

Prueba de Friedman
de dos vfas

IComparaciones multiples
entre grupos.

cultivados con

Definicién de la calidad nutricional

de los rotfferos

la mejor racién de cada alimento.

Objetivo

etectar diferencias significativas

ntre rch y fec. para los triplicados
e los diferentes alimentos.

stablecer diferencias significativas
ntre las conc. de peso seco, carboh,
rotefnas y Ifpidos.

‘alorar los mayores aportes de los
omponentes bioquimicos.

Prueba estadfstica

Prueba de Cochran

Andalisis de variancia
de dos vfas con
repeticiones.

Comparaciones planeadas
entre las medias.

Cuadro 7.— Pruebas estadisticas que se aplicaron a los datos
obtenidos en los diferentes bioensayos. En todas
las pruebas se utilizé un 95% de probabilidad.



FUENTE SUMA DE CUADRADOS F
Alimento vivo vsinerte 3.46511071 E-05 6.9 *
Alimento vivo 2.64421923E-05 52 *
Chlorella vs. Nannochloris,

* Nannochloropsis 1.41621E-08 2.8 ns
Nannochloris vs. Nannochloropsis 2.643283E-05 52 *
Entre tratamientos 6.109329E-05 40 *
Cuadro 8.— Tabla ANDEVA. Comparaciones entre los
pesos secos obtenidos para cada tratamiento.

Nivel de significancia 95%.

FUENTE SUMA DE CUADRADOS F
Alimento vivo vs. inerte 0.33927 4.56 o
Alimento vivo 7.0437E-04 948 7
Chlorella vs. Nannochloris,

Nannochloropsis 7.4637E-06 011 ns
Nannochloris vs Nannochloropsis 6.969134E-05 9.38  ***
Entre tratamientos 0.00104364 4.68 o

Cuadro 9.— Tabla ANDEVA. Comparaciones entre los

contenidos de
tratamiento. Nivel

los carbohidratos totales para cada
de significancia 9 5 %.




FUENTE SUMA DE CUADRADPS F
Alimento vivo vs. inerte 0.19097774 220 Hkx
Alimento vivo 0.049801346 6.69 *x
Chlorella vs. Nannochloris,

Nannochloropsis 0.0445425 5.9 *x
Nannochloris vs Nannochloropsis 0.0052658 0.71 ns
Entre tratamientos 0.240797 10.73  ***
Cuadro 10.— Tabla ANDEVA. Comparaciones entre
los contenidos de las proteinas totales para cada
tratamiento. Nivel de significancia 95%.

FUENTE SUMA DE CUADRADOS F
Alimento vivo vs. inerte 2.63273135E-06 385
Alimento vivo 3.1131 E-08 0.544 ns
Chlorella vs. Nannochloris,

Nannochloropsis 1.4750E-08 0.215 ns
Nannochloris vs. Nannochloropsis 1.638E-08 0.239 ns
Entre tratamientos 2.663862E-06 13.1 A

Cuadro 11.— Tabla ANDEVA. Comparaciones entre

los contenidos de los

tratamiento. Nivel

lipidos totales para cada
de significancia 95%.
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