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RESUMEN de la tesis que presenta Martin Pablo Antonio Moreno Pérez, como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRIA EN CIENCIAS con
orientacion en ACUICULTURA. Ensenada, Baja California, México. Octubre de 2008.

EFECTO DE DIETAS MONOESPECIFICAS Y MIXTAS EN EL CRECIMIENTO
Y SUPERVIVENCIA DE LARVAS DE CAMARON Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931)

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra
Director de Tesis

El suministro de alimento vivo es uno de los principales problemas en la acuicultura del
camaron debido a que durante las primeras etapas de vida suceden las mayores
mortalidades. El objetivo de este trabajo fue evaluar el valor nutrimental de una dieta
monoespecifica y mixta utilizando cultivos de dos especies de microalgas suministradas
como alimento a larvas de camarén blanco (Litopenaeus vannamei).

Se realizaron cultivos monoespecificos por triplicado y no axénicos de Synechoccocus
elongatus y Chaetoceros muelleri en sistemas en lotes sin recambio de medio de cultivo en
frascos Erlenmeyer (150 ml) y Fernbach (2 1), que sirvieron como in6culo para cultivos
semicontinuos en garrafones (15 1). En los cultivos se utilizé el medio “f” descrito por
Guillard y Ryther (1962), temperatura de 20 = 1 °C y luz continua a 100 pE m™ s, El
porcentaje de dilucion utilizado para los cultivos semicontinuos fue de 20% por dia para S.
elongatus y de 30% por dia para C. muelleri. Durante la fase de estabilidad de los cultivos
semicontinuos se evalu6 la composicion bioquimica de cada especie de microalga. Debido
al menor tamafio de S. elongatus respecto al de C. muelleri, en todos los casos resulté una
mayor densidad de células. En los cultivos de S. elongatus ocurrieron los mayores
porcentajes de carbohidratos, peso orgédnico seco y clorofila a. En tanto que en los cultivos
de C. muelleri se present6 un mayor contenido de lipidos. Sin embargo, para ambas
especies resultd un porcentaje igual de proteinas. El porcentaje total de aminoacidos
esenciales y no esenciales resultd similar entre los cultivos monoespecificos y mixtos. Para
S. elongatus se encontr6 un mayor contenido de fenilalanina y alanina, pero los menores
valores de cisteina. No se detectaron los 4cidos grasos de la serie 22:6n3 (4&cido
docosahexaenodico: DHA) y 20:5n3 (acido eicosapentaendico: EPA) en S. elongatus, pero
resultd un alto porcentaje de 4cido linolénico (18:3n3).

La tasa de crecimiento en las distintas etapas de vida de L. vannamei no tuvo diferencia por
efecto del tipo de alimento suministrado en forma monoespecifica y mixta. Se encontr6



i

consumo preferencial de S. elongatus durante las distintas etapas de vida de L. vannamei.
Esta tendencia fue analoga al utilizar las dietas mixtas de C. muelleri y S. elongatus. La
supervivencia de L. vannamei fue similar al utilizar como alimento S. elongatus, C.
muelleri o la mezcla de ambas especies.

Se concluye que S. elongatus puede ser utilizada como alimento para la nutricion de etapas
larvales de L. vannamei, ya que proporciona un valor nutrimental que permite obtener tasas
de crecimiento y supervivencia similares a las obtenidas con C. muelleri.

Palabras clave: Chaetoceros muelleri, Synechococcus elongatus, crecimiento,
composicion bioquimica, larvas de camarén.
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ABSTRACT of the thesis presented by Martin Pablo Antonio Moreno Pérez, as a partial
requirement to obtain the MASTER IN SCIENCE degree with orientation in
AQUACULTURE. Ensenada, Baja California, México. October 2008.

EFFECT OF MONOSPECIES AND MIXED DIETS ON THE GROWTH AND
SURVIVOR OF SHRIMP LARVAE Litopenaeus vanname (Bonne, 1931)

The live food supply is one of the main problems in shrimp aquaculture because in the first
live shrimp stages high mortalities have been recorded. Our objective was to evaluate the
nutritional value of one monospecies and a mixed diet using cultures of two microalgae
species as food for white shrimp larvae (Litopenaeus vannamei).

The cultures were made in triplicate, axenic and monospecies, for Synechoccocus elongatus
and Chaetoceros muelleri in progressively increasing volume starting from an Erlenmeyer
flask (150 ml), then to Fernbach flask (2 1) that was used as inocula for the semicontinuous
culture in a carboy (15 1). For maintenance of the cultures we used the “f” media of
Guillard and Ryther (1962), a temperature of 20 + 1 °C, and continuous light at 100 uE m™
s, The daily dilution percentage used for the semicontinuous cultures was 20% for S.
elongatus and 30% for C. muelleri. During the stabilization stages of the semicontinuous
cultures we measured the proximal composition of the microalgae. Because of the small
cell size of S. elongatus compared to C. muelleri, all the cultures of S. elongatus had a
higher cell density. In the S. elongatus cultures we obtained higher carbohydrate content,
dry weight, and chlorophyll a content. The cultures of C. muelleri had a higher lipid
content. Both species yielded a similar protein content. The total essential and nonessential
amino acid content was similar between the monospecies and mixed cultures. In S.
elongatus cultures we measured a high content of phenylalanine and alanine, but a lower
content of cystein. In the S. elongatus cultures, we did not detect any fatty acid 22:6n3
(docosahecaenoic acid: DHA) and 20:5n3 (eicosapentaenoic acid: EPA), but did measure a
high content of linolenic acid (18:3n3).

The growth rates of the different live stages of L. vannamei were not significantly different
when caused by food supplementation with the monospecies and mixed cultures. A
preferential food intake was measured for the different life stages of L. vannamei and this
trend was similar for both the monospecies diets and the mixed diet of C. muelleri and S.
elongatus. The survival of L. vannamei was similar when any of the three diets was used.

We concluded that S. elongatus can be used as food for the nutrition of larval stages of L.
vannamei because this microalga provides a high nutritional value that yields growth rates
and survival similar to those obtained with C. muelleri.

Keywords: Chaetoceros muelleri, Synechococcus elongatus, growth, biochemical
composition, shrimp larvae.
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Capitulo I

INTRODUCCION

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos, entre los cuales se incluyen peces,
reptiles, anfibios, crustaceos, moluscos, algas y microalgas utilizados para la alimentacion,
conservacion y ornato. El suministro de alimento vivo para organismos en cultivo es uno de
los principales problemas en la acuicultura, de ahi la importancia de utilizar nuevas

especies y tecnologias de cultivo de microalgas (De Nogales-Pérez y Santos-Perea, 1995).

Las microalgas son organismos del tipo procarionte y eucarionte que contienen clorofila y
otros pigmentos fotosintéticos. Su importancia radica en que son los productores primarios
de la cadena trofica, ademads por la diversidad de tamaino de las especies (5 — 50 micras)
son adecuadas para la ingesta de una gran variedad de organismos que se alimentan de
manera directa o indirecta de ellas (Renaud et al., 2002). Debido a que las microalgas
concentran proteinas, carbohidratos, acidos grasos y vitaminas es un alimento necesario
para la nutricion adecuada de larvas y juveniles de moluscos, crustaceos y ciertos peces
herbivoros (Brown et al., 1997; Pedrazzoli et al., 1998). En las tltimas cuatro décadas,
cientos de especies de microalgas han sido utilizadas como alimento para diversas etapas de
vida de organismos cultivados. Sin embargo, menos de veinte especies han tenido un

amplio uso en acuicultura. Las especies de microalgas a utilizar en la acuicultura deben



tener ciertas caracteristicas como: un tamafio apropiado para la ingesta, de 1 a 15 micras
para organismos filtradores y de 10 a 100 micras para organismos pastoreadores (Webb y
Chu, 1983; Kawamura et al., 1998); las microalgas deben presentar tasas de crecimiento
rapidas; ser tolerantes a cambios ambientales (temperatura, luz y nutrientes); tener una
composicion de nutrientes adecuada para los organismos que las consumiran y que su
cultivos no produzca toxinas que pudieran ser transferidas a eslabones superiores de la

cadena alimenticia (Brown, 2002).

La optimizacion de cultivos microalgales se ha enfocado en la importancia de controlar y
mejorar la produccion de biomasa y la composicion bioquimica. El valor nutrimental de un
cultivo microalgal puede modificarse por efecto de las variables ambientales y las
condiciones de cultivo (Enrigh et al., 1986; Brown et al., 1997). Sin embargo, una mezcla
seleccionada de distintas especies de microalgas puede ofrecer un mejor valor nutrimental
para la alimentacion de organismos en cultivados. Los cultivos de microalgas que tienen
propiedades adecuadas de nutricion como alimento para organismos en cultivo, ya sea
como monoespecies o en una dicta mixta son, entre otras: Chaetoceros calcitrans, C.
muelleri, Pavlova lutheri, Isochrysis sp., Tetraselmis suecica, Skeletonema costatum y
Thalassiosira pseudonana (Enright et al., 1986; Thompson et al., 1993; Brown et al.,
1997).

Los antecedentes cientificos indican que las utilizaciéon de microalgas como alimento de
zooplancton y moluscos al suministrar dietas monoespecificas generan menores tasas de
crecimiento, en comparacion con los organismos que se alimentan con dietas mixtas de dos

o tres especies (Richmond, 1986; Borowitzka, 1988; Richmond, 2003). La mayor eficiencia



nutrimental de las dietas mixtas se debe a que usualmente, el tener una dieta de microalgas
con mas de una especie, tendra una composicion bioquimica mas variada por lo que
mejorara la tasa de crecimiento y de supervivencia de los organismos que la consuman
como alimento.

A pesar de los diversos esfuerzos que se han realizado para tratar de sustituir el suministro
de alimento vivo, hasta la fecha ninguna de las formulaciones alternas permite obtener
niveles comparables de crecimiento y de supervivencia de los organismos cultivados

(Artiles et al., 2001).

I. 1 Chaetoceros muelleri

Chaetoceros es probablemente el genero mas numeroso de diatomeas planctonicas con
aproximadamente 400 especies descritas (von Quillfeldt, 2001) y se caracterizan por ser
eucariontes, tener una pared celular de silice y algunas con setas, son unicelulares pero
algunas especies forman cadenas. C. muelleri es unicelular y puede vivir a temperaturas de
entre 15 y 30 °C y salinidades de 35 ppm. Esta especie es una de las mas utilizadas para
alimentar organismos acuaticos debido a su tamafio (4 a 9 um en promedio) y su alto
contenido de acidos grasos polinsaturados (Treece y Fox, 1993; Pacheco-Vega, 2003);
ademas, C. muelleri es la especie mas utilizada como alimento vivo en la mayoria de las

granjas de produccion de camaro6n en el Noroeste de México (Lopez-Elias et al., 2005).
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Figura 1. Imagen de la diatomea C. muelleri obtenida por microscopia electronica
(Tomada de http://www.chbr.noaa.gov/).

I. 2 Synechococcus elongatus

Las cianobacterias son un grupo de organismos procariontes, fotosintéticos y por sus
caracteristicas fisiologicas les permite adaptarse a grandes cambios ambientales (Tandeu de
Marsac y Houmard, 1993); algunas especies son capaces de sobrevivir bajo condiciones
extremas tales como desiertos, aguas termales y lagos alcalinos (Oren, 2000). Las
cianobacterias pueden aportar metabolitos biolégicamente activos (Borowitzka, 1995), con
una variedad de aplicaciones biotecnologicas (Valle Ramirez de Arellano, 2007), y como
alimento en la produccion acuicola (Borowitzka, 1988; Campa-AVila, 2002; Rosales et al.,
2004). La cepa de S. elongatus pertenece al grupo de las Cianoficeas (algas verde-azul), es

una especie que fue aislada en una granja de cultivo de camaron en San Blas, Nayarit,



México (Aguilar-May, 2002), que tiene un tamafo promedio de 2.7 um y puede formar
cadenas de hasta seis células. Esta cianobacteria tiene un gran potencial de uso acuicola,
por su tamafio, la tolerancia a condiciones extremas (salinidad, iluminacion y temperatura),
su composiciéon proximal, el contenido de aminoacidos y acidos grasos polinsaturados
(Campa-Avila, 2002), su alta capacidad de remocion de nutrientes (Aguilar-May, 2002,
2006; Aguilar-May y Sanchez-Saavedra, 2008) y por su actividad antimicrobiana

(Bernaldez et al., 2008).

Correa-Reyes y Campa-Avila

2pm

Figura 2. Imagen de la cianobacteria S. elongatus obtenida por microscopia electronica
(Tomada por Correa-Reyes y Campa-Avila).



I. 3 Artemia sp.

Artemia es un crustaceo perteneciente a la subclase Branchiopoda y representa un género
ampliamente utilizado en la acuicultura por sus caracteristicas nutrimentales y de
crecimiento (Castro-Barrera et al., 2003). Sus nauplios se utilizan como alimento en las
primeras etapas de vida de los peces y los crustaceos. El amplio uso de Artemia en la
acuicultura se debe a la facilidad para obtener un cultivo a partir de quistes que pueden ser
descapsulados. Es un organismo halotolerante, resistente a cambios de temperatura y
ademads tiene la ventaja que puede servir como vector de nutrientes, medicamentos y
hormonas para los organismos que los consumen (Gelabert y De La Cruz, 1990). La
calidad nutritiva de la Artemia puede variar entre sus especies y de las condiciones
ambientales en que se producen los quistes. El contenido de proteinas varia de 41% a 66%
en nauplios de diferentes regiones, y el contenido de proteinas en adultos entre 58% a 64%
(Castro et al., 1995). Los nauplios y los adultos de Artemia, usualmente contienen los
aminoacidos que son esenciales en la nutricion de peces y crustaceos. En la Artemia el
contenido de aminoacidos respecto al de proteinas es mas estable, debido probablemente, a
que es una caracteristica controlada genéticamente (Castro, 1993). Ademas, Artemia tiene
acidos grasos polinsaturados como el eicosapentaendico (20:5n-3), que es indispensable en
la nutricion de organismos marinos, ademas contiene acidos grasos saturados como el
linolénico (18:3n-3) que es necesario en las etapas larvales de especies de agua dulce

(Castro y Gallardo, 1993).



Figura 3. Nauplio de Artemia en eclosion (Tomada de Browne, 1993).

I. 4 Camardén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)

El cultivo del camardn ha tenido un importante incremento en las tltimas dos décadas y es
una actividad econdmicamente importante, esto se debe a su elevado costo en el mercado y
a la demanda nacional e internacional.

En México la produccion total de camaron en el afio 2006 fue aproximadamente de 158 mil
toneladas, de las cuales el 43% fueron de captura en altamar y 57% de cultivo
(www.conapesca.sagarpa.gob.mx). La especie de camaron mas utilizada para el cultivo ha
sido Litopenaeus vannamei (FAO, 2006), como otras especies de peneidos cambia su
morfologia durante las distintas etapas del ciclo de vida. Durante la etapa de nauplio (N1-
NS5), se caracteriza por que nada intermitente, es fototactica positiva y se alimenta de su
reserva vitelina. En el estadio de protozoea (I, I y II) cambia a una alimentacioén herbivora

usualmente de fitoplancton, en la etapa de mysis inicia alimentacion carnivora, sin


http://www.conapesca.sagarpa.gob.mx/

embargo, contintia alimentandose del fitoplancton. En el habitat natural L. vannamei
cambia sus habitos planctonicos aproximadamente cinco dias después de su metamorfosis a
postlarva, trasladandose a la zonas costeras e inicia su alimentacion con base en detritos
bénticos, gusanos, bivalvos y crusticeos. Esta especie tiene una coloracion blanco
transliicido, pero puede tener variaciones de acuerdo al sustrato, alimentacion y turbidez
del agua, puede alcanzar una talla maxima de 23 cm y por lo general las hembras crecen
con mayor rapidez y alcanzan tallas mayores (FAO, 2008). Su habitat principal es el fondo
lodoso y profundidades de hasta 72 metros, teniendo preferencia por regiones costeras con
manglares y de estuarios (Dore y Frimodt, 1987). L. vannamei se distribuye
geograficamente desde el Pacifico Oriental de Sonora hasta el Norte de Perta (Pérez
Farfante y Kensley, 1997).

Los camarones peneidos se destacan en la actividad acuicola a escala mundial por su alto
valor comercial en el mercado, y aunque en 1980 menos del 1% del camardn provenia de
las granjas comerciales en la actualidad su cultivo muestra un incremento acelerado y se
considera que en un futuro cercano alcance el 50% de la producciéon mundial de camaron

(Rosenberry, 2004).

La produccion acuicola del camaron se ha incrementado por su alta demanda en los
mercados nacionales y extranjeros, por tanto es necesario buscar alternativas de
alimentacion para los estadios larvales del camarén y lograr mayores tasas de crecimiento y

supervivencia durante su cultivo.



Capitulo 11

OBJETIVOS

II. 1 Objetivo general
Evaluar el valor nutrimental de una dieta mixta utilizando cultivos de dos especies de
microalgas suministradas como alimento a larvas de camaréon blanco Litopenaeus

vannamei.

I1. 2 Objetivos especificos

1. Evaluar la tasa de crecimiento poblacional de cultivos estaticos de Synechococcus
elongatus y Chaetoceros muelleri.

2. Evaluar la composicion proximal y bioquimica de cultivos semicontinuos de S. elongatus
y C. muelleri mantenidos en forma individual y una mezcla de las dos especies

3. Evaluar el crecimiento y la supervivencia de las larvas de camaron blanco (L. vannamei),

alimentadas con S. elongatus y C. muelleri suministradas en forma individual y mixta.
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Capitulo III

MATERIALES Y METODOS

I1I. 1 Origen de las cepas

En esta investigacion se utilizo la cianobacteria S. elongatus (Naegeli, 1849) Naegeli es una
cepa que fue aislada por la técnica de dilucion seriada por Aguilar-May (2002), a partir de
muestras de agua de una granja de cultivo de camaron. Esta especie se caracteriza por tener
células aisladas y por formar colonias lineales de hasta seis células dependiendo de la fase
de crecimiento. Las células individuales tienen un tamafio promedio de 2.7 micras
(Aguilar-May, 2006). La especie de S. elongatus se caracterizo molecularmente por el
medio del gen 16 S (Aguilar-May y Sanchez-Saavedra, 2008).

También se utilizo la diatomea C. muelleri (Lemmerman, 1898) que fue obtenida de la
Coleccion de Cepas de Microalgas del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE). La cepa de la diatomea tiene un tamafo promedio de 4.9
x 8.8 micras (Pacheco-Vega, 2003) y fue aislada por el Instituto Oceanico de Hawai,
Estados Unidos, en 1981 y se ha mantenido desde entonces en el medio “f/2” en el

CICESE.
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I11. 2 Calidad del agua

El agua de mar que se utilizé para el mantenimiento de los cultivos provino del sistema
semicerrado que abastece al laboratorio huimedo central del Departamento de Acuicultura
del CICESE. El agua de mar se pasé por una serie de filtros de algodon de 10, 5y 1 umy
fue irradiada con luz ultravioleta. El agua de mar que se utiliz6 en volumenes de hasta 2 1
fue esterilizada en una autoclave a 121 °C y a una presion de 1.02 kg cm™ por un periodo de
20 minutos. Para los cultivos mantenidos en volimenes de 15 1, el agua de mar se
desinfectd con la técnica descrita por Hemerick (1973), en la cual se adicion6 hipoclorito
de sodio comercial al 6% (3ml 1" de agua), por 24 horas y después se neutralizarlo con

tiosulfato de sodio (0.15 g 1) y aireacion.

I11. 3 Mantenimiento rutinario de los cultivos

Se mantuvieron cultivos estaticos, no axénicos y monoespecificos para cada una de las
cepas de S. elongatus y de C. muelleri. Los cultivos de cada especie se realizo por
triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 150 ml de medio “f” descrito por Guillard
y Ryther (1962). En la cepa de S. elongatus se utilizo una doble proporcion de vitaminas a
la descrita en el medio “f” (Guillard y Ryther, 1962). Los cultivos se tuvieron a una
temperatura ambiental de 20 + 1 °C y a una intensidad de luz continua de 100 pE m™s™,

provista por medio de lamparas fluorescentes de luz blanca fria (Silvania F40 CW).

II1. 4 Crecimiento
Para evaluar el crecimiento de las dos especies las células se contaron en un

hematocitometro Marienfeld® de 0.1 mm de profundidad. Con los datos de los conteos
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celulares se calculo la tasa de crecimiento especifica (p) utilizando la ecuacion descrita por

Fogg y Thake (1987) y la tasa de crecimiento acumulada (2p; Nieves et al., 1998).

II1. 5 Cultivos semicontinuos

Con el proposito de tener una produccion continua de microalgas se mantuvieron cultivos
semicontinuos y monoespecificos de S. elongatus y de C. muelleri. Los cultivos se hicieron
por triplicado en volumenes progresivamente mayores desde Erlenmeyer (150 ml),
Fernbach (2 1) y botellon de vidrio o Carboy (15 1). El medio de cultivo utilizado para los
cultivos semicontinuos y las condiciones ambientales se describieron en la seccion I1. 3.
Para los cultivos mantenidos en botellon, diariamente se evaludé el numero de células
producida por medio de conteos directos con un hematocitometro. Cuando los cultivos se
encontraban en la fase exponencial y antes de iniciar la fase de declinamiento relativo del
crecimiento se inicio la dilucion de los cultivos. Los porcentajes de dilucion utilizados para
cada especie fueron los evaluadas previamente por otros autores: 20% por dia para S.
elongatus (Campa-Avila, 2002) y 30% por dia para C. muelleri (Pacheco-Vega, 2003). Se
verifico la estabilidad de los cultivos semicontinuos con los porcentajes de dilucion
utilizados y en su caso se adecuo a las condiciones experimentales de este trabajo.

El crecimiento de las células de C. muelleri y S. elongatus en los cultivos semicontinuos se
evaluaron por medio de mediciones diarias de la densidad Optica (DO) antes y después de
diluir. Los valores de DO se obtuvieron con un espectrofotometro Hach modelo DR/4000
UV-VIS, a una longitud de onda de 550 nm para evitar los picos de absorcion de las

clorofilas. Diariamente se midi6 la cantidad de células por medio de conteos directos como
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fue descrito anteriormente. Ademads, cada dia se midio el valor del pH del volumen de

cultivo cosechado para cada especie.

II1. 6 Analisis bioquimico para S. elongatus y C. muelleri

A partir del volumen cosechado de los cultivos semicontinuos por triplicado se tomaron
muestras en dias alternos para los analisis de la composicion bioquimica de cada una de las
especies. Del volumen cosechado se colecté una submuestra de 15 ml y se concentrd en
filtros de fibra de vidrio (Poretics GF/C). Cada filtro fue previamente lavado con agua
destilada e incinerado a 470 °C por cuatro horas. Todas las muestras se almacenaron
congeladas a —20 °C hasta obtener el total de las muestras en los experimentos para realizar

los analisis quimicos respectivos.

I11. 6. 1 Proteinas

La extraccion de las proteinas se hizo con hidréxido de sodio, siguiendo el método descrito
por Malara y Charra (1972a). Las condiciones Optimas para la extraccion de proteinas de S.
elongatus son 0.2 N de NaOH a 100 °C por 30 minutos (Campa-Avila 2002 y Correa-
Reyes 2001). Para la reaccion de proteinas se realizo con el reactivo de Folin-Ciocalteau y
se cuantifico por el método de Lowry et al. (1951). Para la elaboracion de la curva de
calibracion de las proteinas, se utiliz6 como estandar el suero de albumina de bovino

(98%) Sigma ©.
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III. 6. 2 Carbohidratos

La extraccion de carbohidratos se efectud con acido sulfurico siguiendo la técnica descrita
por Whyte (1987) y la determinacion se realizd con fenol segiin el método de Dubois et al.
(1956) y Malara y Charra (1972b). El estandar utilizado para la elaboracion de la curva de

calibracién fue una solucion de glucosa (99%) Sigma “.

I1I. 6. 3 Lipidos

Se extrajeron los lipidos con una mezcla de cloroformo-metanol-agua, siguiendo la técnica
descrita por Bligh y Dyer (1959) y modificada por Chiaverini (1972). La cuantificacion de
lipidos se efectud por el método de Pande et al. (1963). Para la elaboracion de la curva de

calibracion se utilizo como solucién estandar tripalmitina (99%) Sigma ®.

I11. 6. 4 Peso seco y contenido de cenizas

Las evaluaciones del porcentaje de contenido organico y el porcentaje del contenido de
cenizas para los cultivos semicontinuos, se efectuaron en dias alternos a partir del volumen
cosechado segun la técnica propuesta por Sorokin (1973). Las muestras se mantuvieron en
una estufa a 60 °C hasta obtener valores de peso constante. Para conocer el contenido de
cenizas, las muestras se incineraron en una mufla a 470 °C por cuatro horas y por
diferencias entre el peso seco constante y el peso después de incinerar, se obtuvo el

porcentaje de cenizas.

I11. 6. 5 Perfiles de aminoacidos

Para el perfil de aminoacidos se utilizo por triplicado una submuestra de 25 mg de biomasa

seca del volumen cosechado en los cultivos semicontinuos de S. elongatus y C. muelleri.
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Todas las muestras fueron lavadas con formiato de amonio al 3%, congeladas a -20 °C y

liofilizadas en un liofilizador Labconco (Lyph-Lock 6 liter Freeze Dry Systern®).

Para el analisis de aminoacidos, se tomé una submuestra de cada uno de los tratamientos, la
cual fue desengrasada por el método Soxhlet (APHA, 1980). De la submuestra se pesé una
alicuota de aproximadamente 20 mg y la extraccién de la proteina se hizo en tubos de
vidrio con tapa roscada se les agregd 2 ml de HCI 6N fendlico (0.06%) y se dejé en una
atmosfera libre de oxigeno desplazado con nitrégeno. Cada tubo se calent6 a 110 °C por 24
h para llevar a cabo la digestion de las muestras. La muestra digerida se afor6 a 50 ml con
agua desionizada y se agregaron 2 ml de estandar interno (acido o amino-n-butirico), se

filtraron 15 ml de muestra y se congeld en una atmdsfera de nitrogeno hasta su analisis.

Las muestras se descongelaron y en un vial ambar de 1.5 ml de capacidad se adicionaron
70 ul de amortiguador de boratos, 20 pl de derivatizador y 10 pl de muestra. El vial con los
reactivos y la muestra se calent6 durante diez minutos a 55 °C. Se inyectaron 10 pl en un
cromatografo liquido de alta precision (High Performance Liquid Chromatograph: HPLC)
(Waters AccQTag Chemistry Package). El tiempo de reaccion para cada muestra fue de 50
minutos. La concentracion de aminoacidos se calculd a partir de las 4reas obtenidas en cada

aminograma.

Los analisis de aminoacidos se hicieron en el Laboratorio de Cromatografia de la unidad de
servicios de apoyo del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), por

medio de servicios profesionales.
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I11. 6. 6 Perfiles de acidos grasos

Para conocer la composicion de acidos grasos se utilizaron 20 ml de submuestra de cada
tratamiento. La extraccion de cada muestra se hizo siguiendo el método de Bligh y Dyer
(1959) utilizando una mezcla de metanol, cloroformo y agua (1:1:0.9), las alicuotas de los
lipidos extraidos fueron puestas a reflujo por tres minutos en una solucién en metanol de
0.5 M KOH. La metilacion fue lograda por reflujo por tres minutos en una solucion de
triofluoruro de Boro 14% en metanol (BF3-MeOH), seglin lo sugerido por Durazo-Beltran
(2003) y Metcalfe et al. (1966). Los metil ésteres de los acidos grasos fueron analizados en
un cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas con simple cuadrupolo
(VARIAN CP-3800-1200), con una columna capilar (Omegawax 250) (30 m - 0.32 mm,
0.25 pm grosor de la pelicula, Supelco), detector de ionizaciéon de flama (260 °C) e
hidrégeno como gas de acarreo. La temperatura inicial del horno fue de 140 °C y se
mantuvo por 5 minutos. Posteriormente, se increment6 a una tasa de 4 °C por minuto hasta
alcanzar los 250 °C. La identificacion de los acidos grasos se efectud por comparacion con
los tiempos de retencion relativos de estdndares (€steres metilicos de aceites de fuente
marina PUFA-1, PUFA-3, Supelco). La cuantificaciéon de 4cidos grasos se hizo con el
acido nonadecanoico (19:0) como estandar interno.

Los analisis de 4cidos grasos se realizaron en el Laboratorio de Cromatografia de la unidad
de servicios de apoyo del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR),

por medio de servicios profesionales.
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I1I. 6. 7 Clorofila a

El contenido de clorofila a se evalud utilizando acetona al 90% siguiendo la técnica descrita

por Parsons et al. (1984).

I11. 7 Bioensayo con etapas larvales de camaron L. vannamei
La produccion masiva de microalgas mantenida en los cultivos semicontinuos descritos en

la seccion I11. 5 se suministré6 como alimento a las larvas de camaron.

II1. 7. 1 Obtencion de nauplios de L. vannamei

Los nauplios de camar6én blanco (L. vannamei) fueron obtenidos de un desove con
camarones cultivados provenientes del laboratorio de produccion de postlarvas de camaron
(Granjas Marinas de Sinaloa, S.A. de C.V.) ubicado en la Paz Baja California Sur. El lote
de organismos fue de aproximadamente de 100,000 nauplios, que fueron transportados en
bolsas de plastico con oxigeno a saturacion y temperatura de 25 °C. Los nauplios se
transportaron dentro de una hielera por via terrestre. Los organismos fueron llevados al
laboratorio de Acuicultura del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior

de Ensenada (CICESE), Baja California.

II1. 7. 2 Aclimatacion de nauplios de L. vannamei
Los nauplios se colocaron en una cubeta de plastico conteniendo agua de mar a la misma
temperatura a la cual fueron recibidos. Se les increment6 la temperatura gradualmente en

un periodo de dos horas hasta igualar los pardmetros de siembra. Posteriormente los
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nauplios fueron transferidos a cubetas de 18 1 de capacidad con 10 1 de volumen de agua,
mediante el método volumétrico, utilizando varias alicuotas de 100 ml de manera aleatoria

hasta obtener la densidad de siembra de 100 nauplios por litro.

IIL. 7. 3 Alimentacion de L. vannamei

Se incrementd la razon de alimento (cél ml™) de C. muelleri y S. elongatus de nauplio V
hasta protozoea II, seguido de un cambio paulatino de la dieta suministrando nauplios de
Artemia iniciando en protozoea III y hasta mysis III.

La tabla de raciones de alimentacion para cada especie de microalga fue considerada segliin
lo descrito en el método de Galveston para C. muelleri (Smith et al., 1992). Debido a que S.
elongatus no ha sido previamente utilizada como alimento para las larvas de camaron, no se
conoce la racion alimenticia. Por lo anterior, se consideraron las diferencias en el tamafio
de las células, en el peso seco de C. muelleri y de S. elongatus, con lo anterior se hizo una
equivalencia en las cantidades de células a utilizar de S. elongatus y la mezcla de ambas
especies con base en peso seco de C. muelleri por millon de células descritas en el método

de Galveston (Smith et al., 1992)

IIL. 7. 4 Obtencion de nauplios de Artemia sp.

Durante los estadios de protozoea II hasta el estadio de mysis III las larvas de camaron
requieren consumir nauplios de Artemia. La calidad de la Artemia fue “Premium”
comercializada por el grupo "INVE”. Los quistes fueron originarios del Gran Lago Salado,
procesados y empacados en Grantsville, Utah Estados Unidos de Norte América. La

composicion bioquimica de los nauplios de Artemia segun indica INVE® es de 57% de
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proteinas y 22% de lipidos. Para la eclosion de los quistes se debilitd el corion con

hipoclorito de sodio al 6% diluido al 50% con agua, una vez que eclosionaron los nauplios

de Artemia, se suministraron a las larvas de camaron considerando las raciones descritas en

el método de Galveston (Smith et al., 1992) y modificadas para S. elongatus y la mezcla de

ambas especies (Tabla I). Los nauplios recién eclosionados fueron congelados y

almacenados a una temperatura de -4 °C y antes de suministrarse como alimento a las

larvas se descongelaron a temperatura ambiente por un periodo de tres horas.

Tabla I. Raciones alimenticias (cél ml" por dia) basadas parcialmente en el método de

Galveston (Smith et al., 1992) para diferentes estadios de vida de L. vannamei en
donde N = nauplio estadio 5, P = postlarva en estadio de desarrollo 1 a3 y M =
mysis en estadio de desarrollo 1 a 3. El alimento suministrando corresponde a S.
elongatus, C. muelleri, la mezcla de S. elongatus + C. muelleri y nauplios de
Artemia (Artemia ml” por dia). Se indica el porcentaje de recambio de agua (%R).

Estadio Microalgas Mezcla de microalgas  Artemia %R

C. muelleri  S. elongatus C. muelleri + S. elongatus

N-5

P-1

P-2

P-3

62 000 680 000 30 000 + 341 000 0 0
120 000 1 300 000 62 000 + 679 000 0 0
120 000 1300 000 62 000 + 679 000 0 30
120 000 1300 000 62 000 + 679 000 0.5 50
100 000 1 100 000 50 000 + 563 000 1.5 50

75 000 846 000 37 000 + 422 000 5 50

50 000 560 000 25 000 + 282 000 8 60
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II1. 7. 5 Sistemas de cultivo de nauplios de L. vannamei

El sistema experimental consistio en dos estanques de fibra de vidrio de 380 1 que
contenian las 15 unidades experimentales. Las unidades experimentales consistieron en 15
cubetas plésticas de 18 litros de capacidad color blanco. Las cubetas fueron distribuidas en
forma aleatoria y mantenidas en un bafio maria, con iluminacion continua y provista por
lamparas fluorescentes de luz de dia con irradiancia entre 28 - 33 pE m™ s™'. Para mantener
la temperatura adecuada dentro de un rango de 27 a 29 °C, el bafio maria incluy6 tres
calentadores sumergibles, controlados individualmente por un sistema digital de
temperatura marca “Aqua Logic Inc.” con una precision de £+ 0.5 °C.

Se hizo un recambio diario de agua en los sistemas experimentales, por lo cual fue
necesario mantenerla en la misma temperatura. Se utiliz6 un reservorio plastico con 100
litros de agua de mar filtrada como ya descrito en la seccion III. 2, y un calentador

sumergible de similares caracteristicas a las ya descritas.

II1. 7. 6 Medicion de la talla, largo y ancho del cefalotorax de L. vannamei

Al inicio y al final de la fase experimental con las larvas de camar6n se midio la talla, con
una submuestra de organismos de cada tratamiento que fueron preservadas con Lugol
acidificado. Las mediciones de la talla se efectuaron con un microscopio estereoscopico
Olympus® modelo SZ con una reglilla de calibracion. Se evalué la supervivencia de los
organismos en cada tratamiento al considerar el numero inicial de organismos colocados en

cada tratamiento y el nimero al final del experimento.
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Para cada tratamiento se evalud el indice de rendimiento (IR), o incremento relativo de la
biomasa segun el tiempo del bioensayo. Este indice permiti6é considerar distintas variables
que influyen en el crecimiento de larvas. El IR, se calculé de acuerdo a la ecuacion descrita
por Diaz-Iglesias et al. (1991), que considera el tiempo del bioensayo, la supervivencia y la
ganancia en peso. Debido al tamafio pequefio de los organismos el IR se modifico para este

estudio y se utilizo la longitud total en lugar de la ganancia en peso.

II1. 8 Tratamiento estadistico de los resultados

Las posibles diferencias en el crecimiento de la longitud total de larvas de L. vannamei y
las posibles diferencias en los cultivos estaticos de C. muelleri y de S. elongatus se
evaluaron por medio de un andlisis de covarianza (ANCOVA). Previo a éste analisis
estadistico se tomo en consideracion los supuestos que sustentan esta prueba: la normalidad
y homogeneidad de varianzas (Zar, 1984). Cuando se obtuvieron diferencias entre
tratamientos, se aplicd un analisis a posteriori (Zar, 1984).

Se utilizé un analisis de varianza de una via para comparar los valores de la composicion
bioquimica obtenida de C. muelleri y S. elongatus cultivadas en los sistemas
semicontinuos. Esta misma prueba estadistica se utilizd para comparar los valores de
crecimiento, supervivencia y del IR obtenidos durante el bioensayo con larvas de camaron.
Los andlisis estadisticos se realizaron con un alfa de 0.05 y con el paquete de programas

STATISTICA® version 6 para Windows (StatSoft, Inc. 2002).
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Capitulo IV

RESULTADOS

IV. 1 Crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en sistemas estaticos con Erlenmeyer

Los cultivos de S. elongatus se iniciaron con 1.7 x10° cél ml”', con una fase de
acondicionamiento de un dia, seguida de una fase exponencial hasta el dia doce sin
evidente fase estacionaria que alcanzaron una densidad promedio de 68.4 x10° cél ml”

(Figura 4, Tabla II).

Los valores promedio de densidad optica para de los cultivos de S. elongatus tuvieron una
tendencia similar de crecimiento a la descrita para los conteos celulares. Se evalu6 una tasa
de crecimiento promedio (n) de 1.39 por dia durante la fase exponencial y una tasa de

crecimiento acumulada (2. n) promedio de 5.35 (Figura 4, Tabla II).

Los cultivos de C. muelleri se iniciaron con 3.4 x10° cél ml”, con una fase de
acondicionamiento de un dia, seguido de una fase exponencial de tres dias. A partir del dia
cuatro inicio la fase de crecimiento lento y después del dia seis se encontr6 una fase semi
exponencial hasta el dia doce. Los cultivos de C. muelleri no tuvieron una fase estacionaria

definida y alcanzaron una densidad promedio final de 6.0 x10°cél ml™' (Figura 5, Tabla II).

Los valores promedio de densidad optica para los cultivos de C. muelleri tuvieron una

tendencia similar de crecimiento a la descrita para los conteos celulares. Se evalud una tasa
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de crecimiento promedio (p) de 1.30 por dia durante la fase exponencial, y una tasa de

crecimiento acumulada (2. n) promedio de 4.13 (Figura 5, Tabla II).

Al comparar las tasas de crecimiento entre las dos especies cultivadas se encontrd que los
cultivos de S. elongatus tuvieron diferencias (P < 0.001) en la densidad celular respecto a la
obtenida en los cultivos de C. muelleri. No se evalu6 diferencia significativa (P = 0.663)
en la tasa de crecimiento durante la fase exponencial (p)para las dos especies. Sin
embargo, S. elongatus resulto con una tasa de crecimiento acumulada mayor
(2 = 5.35) significativa respecto a la obtenida para C. muelleri p=4.13) (P < 0.001)

(Tabla II).

Tabla II. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad optica (DO) inicial (I) y
final (F), densidad de células (DC) (cél ml™) inicial (I) y final (F), tasa de
crecimiento por dia (u), tasa de crecimiento acumulada (2. p), para cultivos de S.
elongatus y C. muelleri mantenidos en sistemas estaticos en Erlenmeyer. El signo
(+) indica 1 desviacion estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias,
prueba t-Student (oo = 0.05) a <b.

S. elongatus C. muelleri Probabilidad
DO 0.025 + 0.002a 0.029 + 0.002a P=0.070
DOF 0.383 + 0.004b 0.315 + 0.007a P <0.001
DC I 1.7 x10°+ 8.9 x10"b 3.4x10° + 1.8 x10% P <0.001
DCF 68.4 x10°+ 3.2 x10% 6.0 x10°+3.8 x10°a P <0.001
m 1.39 +0.45a 1.30+0.19a P =0.663

Pt 5.35+0.06b 4.13 +0.04a P <0.001
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Figura 4. Valores promedio de la densidad optica y del nimero de células de S. elongatus
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Al comparar las curvas de crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en matraz Erlenmeyer
(ANCOVA) resulto que el crecimiento de ambas especies fue estadisticamente diferente (P

<0.001) y tuvo un cambio significativo respecto al tiempo (P < 0.001).

IV. 2 Crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en sistemas estaticos con Fernbach

Los cultivos de S. elongatus se iniciaron con 1.3 x10° cél ml' y una fase de
acondicionamiento de un dia, seguido de una fase exponencial de dos dias, a partir del
tercer dia se presentd la fase de crecimiento lento de un dia para después entrar en una
evidente fase estacionaria hasta el dia ocho donde el cultivo alcanz6 una densidad promedio

final de 14.2 x10° cél ml™ (Figura 6, Tabla III).

Los valores promedio de densidad dptica para de los cultivos de S. elongatus tuvieron una
tendencia similar de crecimiento a la descrita para los conteos celulares. Se evalud una tasa
de crecimiento promedio (i) de 1.07 por dia durante la fase exponencial y una tasa de

crecimiento acumulada (2 pn) promedio de 3.51 (Figura 6, Tabla III).

Los cultivos de C. muelleri se iniciaron con 2.3 x10° cél ml', con una fase de
acondicionamiento de un dia, seguido de una fase exponencial de dos dias, a partir del dia
tres la fase estacionaria hasta el dia cinco, con un crecimiento lento durante un dia, para
continuar con la fase estacionaria hasta el dia ocho. Los cultivos alcanzaron una densidad

promedio final de 2.2 x10° cél ml™' (Figura 7, Tabla III).

Los valores promedio de densidad optica para los cultivos de C. muelleri tuvieron una

tendencia similar de crecimiento a la descrita para los conteos celulares. Se evalud una tasa
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de crecimiento promedio (pn) de 1.37 por dia durante la fase exponencial, y una tasa de

crecimiento acumulada (2_u) promedio de 3.24 (Figura 7, Tabla III).

Al comparar las tasas de crecimiento entre las dos especies, S. elongatus obtuvo una

densidad celular mayor y significativa respecto a la obtenida en los cultivos de C. muelleri

(P < 0.001). No hay una diferencia (P = 0.055) en la tasa de crecimiento durante la fase

exponencial (p) para las dos especies. Sin embargo, hubo una diferencia significativa en la

tasa de crecimiento acumulada (2 u=3.51), respecto a la obtenida para C. muelleri

(XZp = 3.24) (P =0.002) (Tabla III).

Tabla III. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad optica (DO) inicial (I) y

final (F), densidad de células (DC) (cél ml™) inicial (I) y final (F), tasa de
crecimiento por dia (u), tasa de crecimiento acumulada (2 p), para cultivos de
S. elongatus y C. muelleri mantenidos en sistemas estaticos en Fernbach. El
signo (£) indica 1 desviacion estandar. Valores con letras diferentes indican
diferencias, prueba t-Student (o = 0.05) a <b.

S. elongatus C. muelleri Probabilidad
DO 0.016 +0.001a 0.014 + 0.002a P=0.101
DOF 0.183 +0.011b 0.164 + 0.003a P=0.038
DC I 1.3 x10°+ 7.8 x10"b 2.3x10°+1.9x10% P <0.001
DCF 14.2 x10° + 3.2 x10°b 2.2x10°+ 6.5 x10% P <0.001
m 1.07 £ 0.32a 1.37+0.14a P =0.055
pIT 3.51+0.06b 3.24 +0.03a P =0.002
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Al comparar las curvas de crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en matraz Fernbach
(ANCOVA) result6 que el crecimiento de ambas especies fue diferente (P < 0.001) y tuvo

un cambio significativo respecto al tiempo (P < 0.001).

IV. 3 Crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en sistemas semicontinuos

Los cultivos de S. elongatus se iniciaron con una fase de acondicionamiento de un dia,
seguida de una fase exponencial de tres dias. A partir del dia cuatro se inicid la dilucion de
los cultivos. El promedio de la densidad celular fue de 36.3 x10° cél ml" antes y de 28.0
x10° cél ml™" después de la dilucion (Figura 8, Tabla IV). Se considerd que el cultivo se
estabilizo con la dilucion a partir del dia seis. Se aplicé una prueba de significancia del
coeficiente beta (B = 0) de la regresion con los valores de la densidad de células de S.
elongatus antes de la dilucion y en funcion del tiempo. La prueba evidencié que los

cultivos estaban estables (P = 0.292) con un valor de = 0.363 (Tabla V).

Los valores promedio de la densidad optica de los cultivos de S. elongatus tuvieron una

tendencia similar a la descrita en la densidad de células de esta especie (Figura 8).

Los cultivos de S. elongatus tuvieron valores promedio de clorofila a de 1.96 pgr ml”, peso

organico seco de 2.7 pugr x10° cél y peso de cenizas de 1.8 pgr x107° cél (Tabla IV).

Los cultivos de C. muelleri iniciaron la fase de acondicionamiento de un dia, seguida de
una fase exponencial de tres dias y a partir del dia cuatro se inici6 la dilucion de los
cultivos. El promedio de la densidad celular fue de 2.8 x10°cél mI™ antes y de 2.4 x10° cél
ml™ después de la dilucion (Figura 9, Tabla IV). Se considerd que el cultivo se estabilizo a

partir del sexto dia. Se realizd una prueba de significancia del coeficiente beta (3 = 0) de la
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regresion con los valores de la densidad de células de C. muelleri antes de la dilucioén y en
funcién del tiempo. La prueba evidencié que los cultivos se estabilizaron en produccion de

biomasa (P = 0.865) con un valor de =0.137 (Tabla V).

Los valores promedio de la densidad optica de los cultivos de C. muelleri tuvieron una

tendencia similar a la descrita para la concentracion de células de esta especie (Figura 8).

Los cultivos de C. muelleri presentaron valores promedio de clorofila a de 1.74 pgr ml™,

peso organico seco de 3.0 pgr x10” ml™ y peso de cenizas de 3.0 pugr x10™ cél (Tabla IV).

Los valores de clorofila a para S. elongatus fueron significativamente mayores (1.96 pgr
ml™), respecto a los obtenidos en los cultivos de C. muelleri (1.74 pgr ml™) (P = 0.016)

(Tabla IV).

Los valores promedio del peso organico seco de S. elongatus fueron menores y diferentes
(2.7 x10° pgr ml™") respecto a los valores obtenidos para C. muelleri (3.0 x10” pgr ml™) (P
< 0.001). En peso de las cenizas también se detectd diferencias (P < 0.001) entre ambas

especies (Tabla IV).
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Con base a la lectura obtenida en la densidad optica y a los conteos celulares que se
hicieron de manera conjunta durante el tiempo de cultivo, se obtuvo la ecuacion de

regresion que relaciona ambas variables.
Ecuacion de regresion: y = a + bx
Donde:

y = células por mililitro (cél ml™)

a = ordenada de origen

b = pendiente

x = densidad optica (DO)

Las ecuaciones de regresion obtenidas para cada especie se muestran a continuacion:
Para C. muelleri:

y (cél ml™) = 922700 x + 3x10° (DO) 1*=0.68
Para S. elongatus:

y (cél ml™) = 1x10%x + 2 x10° (DO) r*=0.92
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Tabla IV. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad 6ptica (DO) inicial (I) y
final (F), densidad de células (DC) (cél ml™) antes (A) y después (B) de la
dilucion, clorofila a (ugr ml™), peso organico seco (PSO en pgr x 10° cél)y
peso de cenizas (PC en pgr x 10 ¢él) para cultivos de S. elongatus y C. muelleri
mantenidos en sistemas semicontinuos. El signo (£) indica 1 desviacion estandar.
Valores con letras diferentes indican diferencias, prueba t-Student (o = 0.05) a <

b.
S. elongatus C. muelleri Probabilidad
DO I 0.020 + 0.002b 0.015 + 0.002a P <0.001
DOF 0.227 + 0.010b 0.122 + 0.005a P <0.001
DC A 36.3 x10° 2.5 x10%b 2.8x10°+1.4x10°a P <0.001
DC B 28.0 x10°+2.5x10% 2.4x10°+1.5 x10%a P <0.001
Clorofila 1.96 £ 0.09b 1.74 £ 0.03a P <0.001
POS 2.7x10°+£1.6x107a 3.0x10° £ 1.8 x10™°b P <0.001
PC 1.8x10°+£52x107a 3.0x107° £ 3.0 x10™°b P <0.001

Tabla V. Ecuacion de regresion para S. elongatus y C. muelleri mantenidos en garrafon con
sistemas semicontinuos y los resultados de la prueba de significancia de la
pendiente (8), correlacion () y probabilidad (P).

S. elongatus

C. muelleri

Ecuacioén de regresion

2
3
P

y = 300456x + 3x10’

0.131
0.363
0.292

y = 8027.8x + 3x10°

0.019
0.137
0.865
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Figura 8. Valores promedio de densidad optica y del nimero de células de S. elongatus
cultivado en sistema semicontinuo, la flecha () indica la muestra para los
analisis bioquimicos.
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IV. 4 Composicion proximal y bioquimica de S. elongatus y C. muelleri

Los valores promedio de proteina para S. elongatus y C. muelleri no presentaron

diferencias (P = 0.136). Sin embargo, se encontr6 diferencia en el contenido de lipidos (P <

0.001) y de carbohidratos (P<0.001). En peso de las cenizas no se detect6 una diferencia

(P = 0.608) entre ambas especies (Tabla VI), asi como entre los porcentajes de la fraccion

total evaluados para S. elongatus y C. muelleri (P = 0.587).

Tabla VI. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje (%) de proteinas, lipidos,
carbohidratos, cenizas y la fraccion total para cultivos de S. elongatus y C.
muelleri mantenidos en sistemas semicontinuos. El signo (+) indica 1 desviacion
estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias, prueba t-Student (o =

0.05) a<b.
S. elongatus C. muelleri Probabilidad
Proteinas 21.9+0.9a 20.0+2.1a P=0.136
Lipidos 9.0+ 0.4a 20.3+1.8b P <0.001
Carbohidratos 289 +2.1b 179+ 1.3a P <0.001
Cenizas 39.1+11.8a 46.0 + 18.0a P =0.608
Total 95.8 + 14.5a 104.2 +20.0a P=0.587

IV. 5 Perfiles de aminoacidos

En los cultivos semicontinuos de S. elongatus la mayor proporcion de aminoacidos

esenciales fueron la leucina (4.91%), arginina (4.74%), valina (3.66%), fenilalanina

(3.67%), e isoleucina (3.14%). Los mayores porcentajes de los aminoacidos no esenciales

fueron la cisteina (38.06%), el glutamato (7.76%) y el aspartato (5.45%) (Tabla VII).
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Para los cultivos semicontinuos de C. muelleri, la mayor proporcion de los aminoacidos
esenciales fue para la leucina (3.91%), histidina (3.63%), arginina (3.26%), y valina
(3.16%). El mayor porcentaje de los aminoacidos no esenciales fue la cisteina (49.33%), el
glutamato (6.82%) y el aspartato (6.36%) (Tabla VII).

Respecto a la mezcla de los cultivos de S. elongatus y C. muelleri, los aminoacidos
esenciales presentes con mayor porcentaje fueron la arginina (4.35%), leucina (4.30%),
lisina (3.85%) y valina (3.57%). El mayor porcentaje de los aminoacidos no esenciales fue
cisteina (45.76%,), glutamato (7.16%) y aspartato (6.20%) (Tabla VII).

El porcentaje total de aminoacidos esenciales de S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de las
dos especies no presentd diferencia significativa (P = 0.686). Tampoco se encontrd
diferencia en el porcentaje de los aminoacidos no esenciales de las dos especies y la mezcla

de ambas (P = 0.968).
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Tabla VII. Valores promedio del perfil de aminoacidos (% total de peso seco) de la
cianobacteria S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de S. elongatus + C.
muelleri, cultivada en sistema semicontinuo. El signo (+) indica 1 desviacion
estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias (o =0.05)a<b <c.

Aminoacidos S. elongatus C. muelleri S. elongatus + C. muelleri
Esenciales

Arginina 4.74 £ 0.94a 3.26 +£0.33a 4.35+0.09a
Histidina 1.83 £0.36a 3.63 +£0.40c 2.54 +0.06b
Isoleucina 3.14+0.57a 256 £0.27a 3.00 £0.09a
Leucina 491 +0.97a 391 +£0.40a 4.30+0.14a
Lisina 2.93+0.82a 294+ 0091a 3.85+0.35a
Metionina 092+0.17a 1.16 £0.13a 1.02+0.07a
Fenilalanina 3.67+0.51c 2.41 £0.26a 271 £0.11a
Treonina 3.08 £0.59a 2.13+0.24a 2.84 +0.14a
Valina 3.66 = 0.69a 3.16+031a 3.57+0.23a
Subtotal 28.88 +1.27a 25.16 £ 0.84a 28.18 + 1.04a
No esenciales

Alanina 3.53+0.67c 2.06+031a 2.61+0.12b
Aspartato 545+ 1.05a 6.36 +£0.62a 6.20 = 0.08a
Cisteina 38.06 +4.16a 49.33 +5.55b 45.76 + 0.60b
Glutamato 7.76 £ 1.54a 6.82 + 0.96a 7.16+£0.21a
Glicina 2.89 +0.50a 2.55+0.34a 2.76 £ 0.10a
Prolina 3.03+0.49a 3.05+0.24a 3.08 £ 0.09a
Serina 2.11+0.38a 3.07+0.28b 2.45+0.03a
Tirosina 2.27+0.44a 1.60+0.17a 1.82+0.17a
Subtotal 65.10 £ 12.24a 74.84 +£ 16.27a 71.84 +£14.98a
Total 93.98 100.00 100.00
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IV. 6 Perfiles de acidos grasos

Para los cultivos semicontinuos de S. elongatus, la mayor proporcion de acidos grasos
saturados fue para el 16:0 (42.28%) y 18:0 (2.35%) (Tabla VIII). Sin embargo, no se
detecto la presencia del 20:0, 22:0 y 24:0. En los acidos grasos monoinsaturados la mayor
proporcion fue para el 16:1n7 (13.37%) y el 18:1n9 (10.80%). Entre los polinsaturados
solo se detectaron el 18:3n3 (17.66%), 18:2n6t (10.65%) y el 18:2n6¢ (0.38%).

Para las cultivos semicontinuosde C. muelleri, la mayor proporcion de acidos grasos
saturados fue parael 16:0y 18:0 (34.87 y 4.73%) respectivamente. En los acidos grasos
monoinsaturados la mayor proporcion fue para el 16:1n7 (29.27%) y el 18:1n9 (0.98%).
Sin embargo, no se detectd el 17:1n7. Para los acidos polinsaturados el porcentaje del
eicosapentandico (20:5n3) fue de 16.76% y del docosahexaendico (20:6n3) de 1.25%
(Tabla VIII).

En la mezcla de los cultivos de S. elongatus y de C. muelleri, la mayor proporcion de
acidos grasos fue para el 16:0 (36.26%), 18:0 (3.59%) y 24:0 (6.32%). El acido graso
monoinsaturado presente en mayor cantidad fue el 16:1n7 (22.59%). Respecto a los
polinsaturados el porcentaje del eicosapentandico (20:5n3) fue de 9.89%, y del
docosahexaendico (22:6n3) fue de 0.79% (Tabla VIII).

En el contenido total de acidos grasos saturados no hubo una diferencias (P = 0.867), entre
S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de ambas especies. En ¢l promedio de acidos grasos
monoinsaturados no hubo diferencias (P = 0.823), ni entre los promedios de los acidos

grasos polinsaturados (P = 0.158) (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Valores promedio del perfil de acidos grasos (% total de peso seco) de la

cianobacteria S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de S. elongatus + C.
muelleri cultivada en sistema semicontinuo. El signo (+) indica 1 desviacion
estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias (a0 = 0.05) a <b <

c. ** Dato Unico. = No detectado.

Acidos grasos S. elongatus C. muelleri S. elongatus + C. muelleri
Saturados
15:0 0.14+ 0.40a 1.40+0.07c¢ 0.96+ 0.03b
16:0 42.28 + 0.60b 34.87 +2.53a 36.26 + 0.96a
17:0 0.67 + 0.04c 0.21+0.01a 0.32+0.03b
18:0 2.35+0.27a 4.73 +0.05¢ 3.59+0.09b
20:0 . 0.40 = 0.04b 0.27 + 0.06a
22:0 . 1.11 +£0.14b 0.65+0.02a
24:0 . 0.97+0.15a 6.32+0.17b
Subtotal 45.40 +20.63a 4370+ 12.71a 48.40+ 13.13a
Monoinsaturados
16:1n7 13.37 £0.29a 29.27 + 1.45¢ 22.59 4+ 0.99b
17:1n7 1.69+0.12b . 0.51+0.03a
18:1n9 10.80 + 0.80c 0.98 +0.19a 4.17+0.51b
Subtotal 25.86 £ 6.14a 30.30 £20.00a 27.30+ 11.84a
Polinsaturado
18:2n6t 10.65 £ 0.34c¢ 0.80 + 0.09a 3.98+0.43b
18:2n6¢ 0.38 £ 0.003¢c  **0.06b 0.03 +£0.02a
18:3n6 . 2.71+£0.37b 1.66+0.16a
18:3n3 17.66 + 0.46b . 5.58 £0.32a
20:3n6 . 0.15+0.02b 0.08+0.01a
20:4n6 . 437+091b 2.31+0.15a
20:5n3 . 16.76 £ 3.13b 9.86 + 1.60a
22:1n9 . 0.05+0.08a 0.07+0.01a
22:6n3 . 1.25+0.24a 0.79+0.21a
Subtotal 28.70 + 8.69a 26.20 + 5.66a 24.40 +3.30a
Total 100.00 100.10 100.00
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IV. 7 Bioensayo con etapas larvales de camaron L. vannamei

Durante los bioensayos con larvas de L. vannamei las condiciones de los sistemas
experimentales se mantuvieron en valores promedio de 28 + 1 °C, salinidad de 33 £ 1.5%o,
oxigeno de 6.2 + 0.3 mg 1", amonio en 0.14 + 0.10 mg I"', nitratos a 0 mg I"' y nitritos en

0.06 +0.07 mg 1",

IV. 7.1 Crecimiento de L. vannamei

Los valores promedio de la talla evaluada como el largo (P = 0.118) y ancho (P = 0.173)
del cefalotorax en los nauplios en estadio V de L. vannamei, muestran que no existio
diferencia significativa por efecto del tipo de alimento suministrado en forma
monoespecifica (S. elongatus y C. muelleri) o la mezcla de ambas especies (Tabla IX).
Durante la etapa de Postlarva I de L. vannamei se encontrd que no se modifico el ancho del
cefalotorax por efecto del tipo de alimento (P = 0.840). Sin embargo, el largo del
cefalotorax fue significativamente menor (P = 0.029) en las postlarvas alimentadas con S.
elongatus y la mezcla de ambas especies (Tabla IX).

Los valores promedio iniciales de la longitud total de los estadios de nauplio V y protozoea
I de L. vannamei sugieren que no hubieron diferencias (P = 0.840). Sin embargo, durante
los distintos estadios de vida se evaluaron algunas diferencias por el efecto del tipo de
alimento suministrado (Tabla X). No se presento diferencia en la tasa de crecimiento total
(P =0.057), ni tampoco en el indice de rendimiento (P = 0.358) (Tabla X). El crecimiento
para las distintas etapas larvales de L. vannamei alimentadas con S. elongatus, C. muelleri
o la mezcla de ambas especies no presento diferencias en la longitud total (ANCOVA) (P

<0.931) y si hubo un cambio significativo respecto al tiempo (P < 0.001).
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Tabla IX. Valores promedio del largo y ancho del cefalotérax y crecimiento para larvas de
L. vannamei en diferentes estadios de vida alimentadas con S. elongatus, C.
muelleri y la mezcla de S. elongatus + C. muelleri. El signo (£) indica 1
desviacion estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias (o = 0.05)

a<b<ec.
Estadios Talla (mm) S. elongatus C. muelleri S. elongatus + C. muelleri
Nauplio V Largo 0.588+0.04a 0.602 + 0.02a 0.588 + 0.04a
Ancho 0.379 £ 0.06a 0.353 + 0.04a 0.349 £ 0.04a
Largo 1.072 +£0.06a 1.196 + 0.02b 1.098 + 0.04ab
Postlarva I
Ancho 0.635+ 0.06a 0.663 + 0.03a 0.614 £ 0.06a
Crecimiento Largo  0.484 +0.060a 0.595 + 0.040a 0.509 + 0.068a
de Nauplio V
a Postlarva | Ancho 0.256 £0.051a 0.311 £ 0.006a 0.265 £ 0.025a

Tabla X. Valores promedio de la longitud total (mm), tasa de crecimiento (mm por dia) e
indice de rendimiento para larvas de L. vannamei en diferentes estadios de vida al
ser alimentadas con S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de S. elongatus + C.
muelleri. El signo (%) indica 1 desviacion estandar. Valores con letras diferentes
indican diferencias (o =0.05)a<b<c.

Estadios S. elongatus C. muelleri S. elongatus + C. muelleri
Nauplio V 0.84 + 0.00a 0.83 +0.00a 0.86 = 0.00a
Zoeal 1.72 £ 0.09a 1.72 + 0.04a 1.61 +£0.04a
Zoea Il 1.84 +£ 0.04a 2.00 + 0.04b 2.25+0.08¢c
Zoea 11 2.22 £0.06a 2.21+£0.08a 2.30 +0.06a
Mysis [ 248 £0.15a 3.07 £ 0.06b 3.29+0.17b
Mysis 11 2.74 +0.08a 3.39+0.19a 327 +0.06a
Mysis 111 3.07 £ 0.08a 3.41+0.28a 3.33+£0.08a
Postlarva I 3.57+0.21a 3.99 + 0.06b 3.75+0.12ab
Tasa de crecimiento de
Nauplio V a Postlarva | 0.273 £0.027a 0.315+0.011a 0.288 + 0.006a
indice de rendimiento 9.99 £ 0.0003a 9.99 £ 0.0002a 9.99 £ 0.0001a
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IV. 7.2 Consumo de alimento y supervivencia de L. vannamei

Se encontré una diferencia significativa en el consumo de las células evaluadas como
porcentaje del total de la racion suministrada en S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de

ambas especies para las distintas etapas de vida de L. vannamei (P < 0.001) (Tabla XI).

Tabla XI. Valores promedio del consumo (%) de S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de S.
elongatus + C. muelleri (50% del peso seco de cada especie) suministradas
como alimento en distintos estadios de L. vannamei. El signo (+) indica
desviacion estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias (o = 0.05)

a<b<ec.
Estadios S. elongatus C. muelleri S. elongatus + C. muelleri
Zoea Il 92.11 £0.83b 76.61 £ 7.09a 92.44 +0.54b 71.34 £12.57a
Zoea III 92.30 £0.46b  49.36 £ 9.50a 87.46 +£2.32b 82.03 +£4.92b
Mysis | 89.67 +2.29¢ 50.83 + 5.26a 85.00 +1.74¢ 71.45+13.11b
Mysis 11 86.89 £ 1.46b 42.73 £11.15a 87.01 £4.83b 42.13 £9.45a
Mysis 111 83.22 +2.45¢ 57.38 £17.52b 69.17 £0.88ab  25.94 £4.19a

No se encontrd una diferencia en la supervivencia obtenida durante el bioensayo con L.
vannamei alimentado con S. elongatus, C. muelleri y la mezcla de ambas especies (P =

0.364) (Tabla XII).
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Tabla XII. Valores promedio del porcentaje de supervivencia de larvas de L. vannamei del
estadio nauplio V hasta postlarva I, al ser alimentadas con S. elongatus, C.
muelleri y la mezcla de S. elongatus + C. muelleri. El signo (%) indica 1
desviacion estandar. Valores con letras diferentes indican diferencias (o =
0.05).a<b<c.

S. elongatus C. muelleri S. elongatus + C. muelleri

31.96 £3.24a 34.58 + 4.60a 29.71 £ 3.57a
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Capitulo V

DISCUSION

El cultivo de camaron en México es una actividad econdmicamente rentable, sin embargo
se requiere optimizar diversos procesos para su produccion. Uno de los procesos es la
produccion de alimento vivo, en particular la utilizaciéon de especies de microalgas que
puedan ser mantenidas en condiciones de cultivo tolerantes a las fluctuaciones de

temperatura, de irradiancia y de nutrientes.

V. 1 Crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en sistemas estaticos

Debido a la diferencia de tamafio entre S. elongatus y C. muelleri la cantidad del inoculo
para los cultivos en Erlenmeyer fue de 15 ml para S. elongatus y de 20 ml para C. muelleri.
Diversos autores como Lorenz et al. (2005), indican que la concentracion del inoculo
recomendado para iniciar un cultivo microalgal es de de 1 al 10%. Sin embargo, debido al
el tamafio de las células y a las caracteristicas fisioldgicas especificas, las diversas especies
pueden requerir distintos porcentajes de indculo para obtener un mayor crecimiento. Este
tipo de estrategia de cultivo ha sido indicada previamente para la cianobacteria
Synechococcus sp. y puede llegar a requerir in6culos de hasta el 25% (Aguilar-May, 2006).
La tasa de crecimiento (u) en matraz Erlenmeyer para C. muelleri fue similar a la

mencionada por Medina-Reyna y Cordero-Esquivel (1998), y Pacheco-Vega, (2003), en
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cultivos hechos en matraces Erlenmeyer (u = 1.48 dia™"), con medio “f/2”. Para S. elongatus
la tasa de crecimiento (1.39 por dia), resultd similar a la obtenida por Lourengo et al.
(2002) en cultivos mantenidos en medio “f/2” (1.34 por dia). Diversos autores citan
menores tasas de crecimiento para S. elongatus en cultivos en Erlenmeyer (0.76 por dia)
a25°C y 116 pE m™ s™ (Campa-Avila, 2002), asi como para los cultivos de células libres
(0.75 por dia) e inmovilizadas con quitosano (0.96 por dia), y mantenidos en medio “f” y a
35 uE m? s (Aguilar-May, 2006). Estas diferencias se pueden atribuir a las distintas
irradiancias, cantidades de nutrientes y temperaturas utilizadas en los cultivos.

Los valores obtenidos en la concentracion celular (cél mI™) para C. muelleri y S. elongatus
resultan menores a los citados por Bernaldez et al. (2008), para S. elongatus y C. muelleri
en similares condiciones de cultivo durante el dia doce de la en fase estacionaria. Es posible
que se deba a que en este estudio la concentracion celular se avalud al octavo dia del
cultivo.

La mayor concentracion de células (cél ml™") obtenidas en los cultivos de S. elongatus
respecto a la de C. muelleri en matraz Fernbach, posiblemente se deba a las diferencias en
tamafio. Ademas de que S. elongatus es un organismo procarionte que se caracterizan por
tener una menor organizacidon celular, mayor tasa de crecimiento y adaptarse mejor a
condiciones extremas de luz, temperatura, salinidad y nutrientes (Graham y Wilcox, 2000).
La concentracion celular que resulté en los matraces Erlenmeyer para S. elongatus y C.
muelleri, fue mayor a la obtenida en Fernbach atn utilizando el mismo medio de cultivo.
Esta tendencia coincide con lo citado por Wood et al. (2005), quienes mencionan que la

tasa de crecimiento por unidad de tiempo, es proporcional al tamafio del indculo. En este
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estudio la cantidad de inoculo, respecto al volumen del medio de cultivo en Fernbach, fue
un 17% menor para S. elongatus y en un 35% menos para C. muelleri respecto al indculo

en matraz Erlenmeyer.

V. 2 Crecimiento de S. elongatus y C. muelleri en sistemas semicontinuos

Una de los objetivos que de manera directa conducen al éxito de la actividad acuicola es la
produccion del alimento vivo adecuado para estadios larvales de crustaceos y peces. Una
alternativa viable es la produccion de cultivos microalgales que se caracterizan por obtener
altas densidades, en espacios limitados y altamente eficientes (Ukeles, 1980). Una practica
comun es la produccion de cultivos semicontinuos para lograr una cosecha de microalgas
constante de manera sincronica y como consecuencia una composicion bioquimica similar.
Las limitaciones en el crecimiento de cultivos microalgales pueden deberse a la falta de
nutrientes y/o su inadecuado suministro, por lo que la tasa de crecimiento disminuye en
relacion directa al suministro de un nutrimento especifico y si este se mantiene por debajo
de la tasa de absorcion, la tasa de crecimiento es limitada por los nutrientes. En los cultivos
semicontinuos de S. elongatus y C. muelleri, la cantidad del inoculo inicial fue de 2.2 1 para
ambas especies. Los porcentajes de dilucion utilizados (20% por dia para S. elongatus y
30% por dia para C. muelleri) fueron analogos a los de von Elert y Wolffrom (2001),
quienes mencionan que para cultivos de Synechococcus sp. mantenidos a una temperatura
de 20 °C y 40 pE m” s con medio WC (modificado de Guillard, 1975) utilizaron un
factor de dilucion del 25% por dia que les permiti6 tener cosechas estables. Pacheco-Vega

y Sanchez-Saavedra (2008) en cultivos semicontinuos de C. muelleri con un 30% de
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dilucién por dia obtuvieron una produccion promedio diaria de 2.7 x10° cél ml" que son

analogas (2.4 x10° cél ml™") a las obtenidas en este estudio.

V. 3 Composicion proximal y bioquimica de S. elongatus y C. muelleri

Los cambios en el medio de cultivo de microalgas han sido un método ampliamente
utilizado para incrementar la produccién de células o variar su composicion bioquimica
(Andersen, 2005), en funcion de los nutrientes, la temperatura y la disponibilidad de la luz
(Thompson y Guo, 1992; Simental-Trinidad et al., 2001).

Debido a la constancia en la densidad de células producidas en los cultivos semicontinuos
de S. elongatus y C. muelleri, se puede considerar que no existio limitacion de nutrientes en
el medio de cultivo. Para los cultivos semicontinuos de C. muelleri los valores de proteinas
(20.0%), carbohidratos (17.9%) y lipidos (19.7%) resultaron similares a los citados por
Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra (2008), en condiciones analogas de cultivo y con un
30% de dilucion por dia. Mallo y Fenucci (2004), al alimentar larvas de Pleoticus muelleri
(Bate, 1888) con diferentes especies de microalgas cultivadas en medio “f/2” mencionan
para C. gracilis valores promedio de 23.9% de proteina, 19% de carbohidratos y 8.7% de
lipidos.

Enrigh et al. (1986) y Brown et al. (1997) mencionan que el valor nutritivo de un cultivo de
microalgas se puede incrementar significativamente modificando las variables ambientales
y las condiciones del cultivo, ademas de que la manipulacién de estas variables permiten
mejorar la produccion de células y la composicion bioquimica requerida para cubrir las

necesidades nutrimentales de los organismos a cultivar.
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V. 3.1 Contenido de clorofila a

La luz en términos de fotoperiodo, longitud de onda ¢ intensidad son de vital importancia
para las microalgas como aporte de energia para los procesos de fotosintesis y su
disponibilidad es un factor limitante para el crecimiento de los cultivos microalgales.
Debido a que los cultivos semicontinuos de S. elongatus y C. muelleri se encontraron
estables en produccion de células con la dilucion utilizada, no se considerd una limitacion
de nutrientes ya que se ha indicado que la concentracion de pigmentos fotosintéticos en las
microalgas y las cianobacterias estd influenciada por la cantidad y la calidad de luz, asi
como el aporte de nutrientes (Lourengo et al., 2002).

En este trabajo el contenido de clorofila a para S. elongatus fue similar a lo mencionado por
Aguilar-May (2006), para cultivos de Synechococcus sp. mantenidos en condiciones
similares de cultivo. Respecto a la cantidad de clorofila a en C. muelleri se observo una
menor cantidad (1.74 pgr ml™) respecto a S. elongatus (1.96 pgr ml™). Esta diferencia en el
contenido de clorofila a puede resultar de las distintas caracteristicas fisioldgicas, a la
menor organizacion celular, y al menor tamafio de S. elongatus. Eriksen e Iversen (1995),
menciona que hay una tendencia de aumentar el contenido de clorofila a conforme aumenta
la densidad de células, esta es una estrategia para compensar el efecto de autosombreado.
En este estudio S. elongatus tuvo la mayor concentracion celular y posiblemente aumento
el efecto de autosombreado. Sanchez-Saavedra et al. (1996), indican que Dunaliella
bardawill tiene una relacion inversa entre la cantidad de clorofila a y la intensidad de luz
utilizada. Lopez-Muiioz et al. (1992), al evaluar el contenido de pigmentos de cuatro

especies de microalgas cultivadas con diferentes irradiancias encontré que al aumentar la
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densidad de células, disminuye la cantidad de luz disponible en el medio por lo que se
incrementa el contenido de clorofila por célula. Sin embargo, la cantidad de clorofila a no
refleja el estado fisioldgico de las células por que tiene una relacion inversa con la
irradiancia y una relacion directa con la concentracion de nutrientes en el medio.

Fujiki y Tagushi (2002), dicen que el contenido de pigmentos depende de la disponibilidad
de la luz, como respuesta a un mayor irradiancia se produce una reduccion del contenido de
clorofila. Esta estrategia es considerada un proceso de autorregulacion del aparato
fotosintético para alcanzar un balance entre la ganancia de luz y la demanda de energia
necesaria para el crecimiento microalgal, cuando la irradiancia excede la requerida para la
saturacion de la actividad fotosintética, puede ocurrir fotoinhibicion y una acumulacion de

fotodafio en los centros de reaccion de los cloroplastos (Powles, 1984).

V. 3.2 Peso seco y cenizas

El peso seco de microalgas puede variar debido a las caracteristicas de las especies, con la
edad del cultivo, la cantidad de nutrientes disponibles en el medio, de la fase de
crecimiento, asi como de la cantidad y de la calidad de luz (Wang et al., 1997; Simental-
Trinidad et al., 2001). La normalizacion de la composicion bioquimica microalgal respecto
al peso seco libre de cenizas (%), permite obtener un indicador de los cambios fisiologicos
y el contenido celular para establecer comparaciones entre diferentes especies y
condiciones de cultivo.

Los resultados de peso seco obtenidos para C. muelleri (58.2%) en el presente estudio
resultaron analogos a los mencionados por Torres-Rodriguez et al. (2006) quienes

mantuvieron el cultivo con la misma especie a la intemperie en diferentes situaciones
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estacionales. Para S. elongatus los valores del peso seco (59.8%) resultaron similares a los
indicados por Campa-Avila (2002) para Synechococcus sp. cultivado en medio “f/2” a 25
°C.

Los valores de cenizas obtenidos para C. muelleri (46.0%) y S. elongatus (39.1%), fueron
similares a los mencionados por otros autores (Pacheco-Vega, 2003; Torres-Rodriguez et
al., 2006; Pacheco-Vega y Sanchez—Saavedra, 2008), pero mayores a los indicados por
Sanchez-Saavedra y Voltolina (1994) para Chaetoceros sp. al realizar cultivos con luz azul
y blanca a 23 °C y en medio “f”. Las variaciones en los resultados obtenidos en este estudio
respecto a los citados por diversos autores, pueden deberse a las distintas condiciones del
cultivo, la fase de crecimiento y la disponibilidad de nutrientes en el medio. El mayor
contenido de ceniza en C. muelleri resulta por ser es una diatomea, y este grupo de
organismos se caracterizan por tener una frustula compuesta de silice (Werner, 1977).

Las diferencias en los valores promedio del porcentaje total de la fraccidn organica
obtenida para C. muelleri (104.2%) y S. elongatus (98.9%), se pueden deber a la técnica de
evaluacion utilizada (Berges et al., 1993), asi como los compuestos utilizados como
estandar para evaluar la composicién proximal los cuales no tienen el 100% de pureza
(albimina de bovino, glucosa y tripalmitina) que genera una variacion en los resultados.
Lopez-Elias (1990) menciona que estas variaciones quimicas pueden causar sobre o
subestimacion de la cantidad de estos constituyentes. Ademads, durante el proceso de
filtracion para la obtencidon de las muestras, una pequenia fraccion de volumen de cultivo

(gotas) puede modificar los resultados de los analisis de la composicion proximal.
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V. 3. 3 Perfiles de aminoacidos y acidos grasos

Los aminoacidos representan un aporte de energia metabolica y son esenciales para el
metabolismo de los lipidos y carbohidratos, asi como en la sintesis de proteina en tejidos y
otros compuestos importantes como la adrenalina, tiroxina, melanina, histamina,
hemoglobina, pirimidinas, purinas, acidos nucleicos, colina, acido folico y sales biliares.
Ademas de que las reacciones bioquimicas son catalizadas por enzimas constituidas por
aminoacidos (FAO, 1989).

Los aminoacidos detectados en C. muelleri y S. elongatus tales como arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina y valina, son esenciales para
organismos marinos (FAO, 1989; Brown, 1991). Los resultados obtenidos para los cultivos
de S. elongatus y C. muelleri muestran un porcentaje similar en casi todos los aminoacidos
detectados. La arginina que es uno de los aminoacidos mas importantes para el 6ptimo
crecimiento de larvas de L. vannamei (Brown, 1991). Por anterior, se consider6 que los
aminodcidos disponibles en las distas utilizadas en éste estudio no actuarian como
limitantes para el crecimiento en las larvas de L. vannnamei.

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los mencionados por Sanchez-
Saavedra y Voltolina (1994) para Chaetoceros sp. al evaluar la composicién bioquimica
bajo diferentes condiciones de luz. Ademas, son similares a los indicados por Campa-Avila
(2002) para Synechococcus sp. con excepcion de que este autor no detectd la presencia de
histina y metionina. James et al. (1989), analizaron la composicion de aminoacidos de
Nannochloropsis cultivada a diferentes temperaturas y la composicion de aminoacidos fue
similar a la evaluada para C. muelleri y S. elongatus en el presente trabajo. La composicion

de aminoacidos que componen las proteinas de las microalgas resulta similar entre
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especies, y que se modifican poco debido a la fase de crecimiento y a las condiciones de luz
(Brown, 1991; Brown et al., 1993 a,b).

Forster y Dominy (2006), mencionan que muchos de los requerimientos especificos de
aminoacidos para L. vannamei son desconocidos. Un método comunmente utilizado para
medirlos es por medio del nivel de aminoacidos libres contenidos dentro de un tejido
especifico (Kaushik, 1979). Wilson y Poe (1973), obtuvieron un coeficiente de correlacion
de 0.96 al relacionar los requerimientos de aminoacidos esenciales respecto a los
aminoacidos esenciales obtenidos del musculo del bagre. Teshima et al. (1986), indican que
el porcentaje de arginina encontrado en el tejido de larvas de L. japonicus fue de 9.1%, que
es similar al encontrado en el tejido muscular de esta especie.

Cruz-Reyes (1997), cuantificé los aminoacidos en el tejido de distintos estadios de L.
vannamei. Sus resultados representan en su mayoria, valores menores a los obtenidos en
este estudio para C. muelleri, S. elongatus y la mezcla de ambas especies.

El porcentaje total de acidos grasos en C. muelleri, S. elongatus y la mezcla de ambas
especies fue similar. Se evalu6 un mayor porcentaje total de acidos grasos saturados,
respecto a los monoinsaturados 'y los polinsaturados. Esta tendencia
(saturados>monoinsaturado> polinsaturados) fue también indicada por otros autores para
Synechococcus sp. (Campa-Avila, 2002). Para C. muelleri se tuvo un porcentaje similar del
total de acidos grasos respecto a lo mencionado por Lourencgo et al. (2002), para la misma
especie en similares condiciones de cultivo.

Campa-Avila (2002) indica para Synechococcus sp. valores similares de 4cidos grasos a los
evaluados en este estudio. Las pequenas diferencias pueden deberse a las distintas

condiciones de cultivo, ya que este autor utilizd una temperatura mas alta. La temperatura
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en los cultivos de microalgas produce una relacion inversa entre los porcentajes de acidos
grasos polinsaturados e insaturados, respecto a la magnitud de la temperatura. Esto es, a
menores temperaturas se produce un aumento en el porcentaje de acidos grasos para
mantener la membrana homeoviscosa (Thompson et al., 1993).

Los acidos grasos polinsaturados son considerados esenciales para peces y crusticeos, ya
que no pueden sintetizar de novo tales como los acidos grasos de la serie n-3 (EPA: 20:5n-
3) y n-6 (DHA: 22:6n-3), y por lo tanto requieren un aporte exégeno suministrado en la
dieta (Tacon, 1990).

Los porcentaje del acido graso docosahexaendico (DHA: 22:6n-3) detectados en este
estudio para C. muelleri (1.25%), coinciden con los evaluados para la misma especie por
Brown (1997), este autor indica que las diatomeas se caracterizan por tener un bajo
contenido de DHA, de entre 0.10 a 2.71% para diferentes especies de microalgas. E1l DHA
(22:6n-3) no se detecté en S. elongatus, lo que coincide con lo indicado por Campa-Avila
(2002) para la misma especie.

El contenido del acido graso eicosapentandico (EPA: 20:5n-3) detectado para C. muelleri
en este trabajo (16.76%), coincide con los valores evaluados por Brown et al. (1997) para
el genero Chaetoceros, el cual es rico en este acido graso (0.6 a 34.0%), sin embargo, en S.
elongatus no se detectd el EPA.

Con relacion al araquidonico (ARA:18:2n-6t), se encontr6 mayor porcentaje en S.
elongatus, respecto a lo que tuvo C. muelleri. Estos valores difieren de los citados para C.
muelleri por otros autores al realizar cultivos con distintas aportes quimicos de nitrogeno
(Laurengo et al., 2002; Pacheco-Vega y Sanchez-Saavedra, 2008). Estas diferencias pueden

deberse a que el contenido de 4cidos grasos en diversas especies o incluso en una misma
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especie de microalga, puede presentar variaciones significativas por efecto de la cantidad y
la forma quimica de los nutrientes en el medio de cultivo (Thompson y Guo, 1992;

Carvalho y Malcata, 2003).

V. 4 Crecimiento de L. vannamei

En los cultivos comerciales de L. vannamei ha sido comun la utilizacion de C. muelleri
como alimento para sus larvas Lopez-Tapia (2002). En el presente estudio, las tasas de
crecimiento para las distintas etapas de vida de L. vannamei, fueron similares a las
indicadas por Pacheco-Vega (2003), al utilizar como alimento cultivos de C. muelleri en
un medio no convencional y con distintos aportes quimicos de nitrogeno. En otros estudios
alimentando a las larvas de camardn de L. vannamei con nematodos Focken et al. (2006),
asi como larvas de Panagrellus redivivus alimentados con las microalgas C. gracilis,
Isochrysis galbana y Dunalliella sp. (Naranjo et al., 1999), en ambos trabajos las larvas
exhibieron valores de crecimiento mayores a las encontradas en el presente estudio.

Las diferencias en la tasa de crecimiento obtenidas en los distintos estudios, podrian
deberse a la utilizacion de distintas especies de microalgas y distintas variables ambientales
en el cultivo. Ademas hay que considerar las relacionadas con la asimilacion y
digestibilidad caracteristicas de la especie de camardn por que tienen una respuesta especie-
especifico. Kuban et al. (1985), mencionan que los requerimientos nutrimentales en
estadios larvales pueden ser muy diferentes entre diversas especies de peneidos.

Otra factor importante que influye en el crecimiento de las etapas larvales de L. vannamei
es el contenido de dacidos grasos. Diversos autores indican que los acidos grasos

polinsaturados de cadena larga son esenciales para el desarrollo de larvas de peneidos,
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principalmente el docosahexaenodico (DHA: 20:6n-3) y el eicosapentanodico (EPA: 20:5n-3)
(Tacon, 1990; Pifia et al., 2006).

Aunque los acidos grasos de la serie 20:6n-3 (DHA) y 20:5n-3 (EPA) no fueron detectados
en los cultivos de S. elongatus suministrado como alimento par L. vannamei, no se evaluo
diferencia en la longitud total de L. vannamei por efecto del tipo de dieta. Los valores de la
longitud de las larvas de L. vannamei resultan similares a los descritos por Treece y Fox
(1993), Iversen et al. (1993) y Lopez-Tapia (2002). Se menciona que las diferencias en el
tamafio de las etapas larvales de diferentes especies de peneidos, pueden ser por el efecto de
distintas condiciones de cultivo, la calidad de los progenitores y calidad y la cantidad del

alimento suministrado (Garcia y Le Reste, 1986).

V. 5 Consumo de alimento por L. vannamei

Artemia es una de las especies mas versatiles y comtinmente utilizadas como alimento en la
camaronicultura debido a que posee las caracteristicas adecuadas (tamafio, movilidad y
contenido nutrimental) para alimentar estadios tempranos de peces y crustaceos (Gelabert y
De La Cruz, 1990). Una de las principales caracteristicas de Artemia es el mayor contenido
de proteinas y lipidos en los nauplios recién eclosionados. La composicion bioquimica de
los nauplios de Artemia dependera del estado nutrimental de los progenitores y de las
condiciones ambientales en donde vivan, de ahi que existan quistes de Artemia de distinta
calidad (Tacon, 1990). Los quistes sin descapsular tienen una capa externa llamado corion,
que esta compuesta de lipoproteinas. Cuando los quistes inician la eclosién a nuplio,
generalmente no tienen grandes diferencias en su composicion bioquimica (Sorgeloos et

al., 1986). Durante la ctapa naupliar de Artemia se evaltan pequefos cambios en la
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composicion de aminoacidos y acidos grasos, pero se consideran cambios minimos para la
nutricion de larvas de camaron. Los valores promedio de la composicion para nauplios de
Artemia son de 55% proteina, 15% lipidos, 5% carbohidratos y 10% cenizas, con una
digestibilidad promedio de 80%. Estos valores tienen variaciones minimas entre diferentes
estadios y periodos de incubacion (FAO, 1989: Tacon, 1990; Garcia-Ortega et al., 1998).
En este trabajo los nauplios de Artemia se suministraron congelados para alimentar a las
larvas de L. vannamei, ya que ademas la manipulacion de los cultivos de nauplios de
Artemia puede ser vector de contaminacion por bacterias del género Vibrio en los estanques
de cultivo de larvas de camaron (Lopez-Torres, 2006). Otro factor importante para
suministrar los nauplios de Artemia no vivos, fue que Artemia tiene una mayor tasa de
crecimiento que las larvas de L. vannamei y nada con mayor velocidad, lo que dificulta su
captura.

El consumo selectivo del alimento por las larvas de camarén puede ser afectado por
diversos factores como: el tamafio y la forma, que sea alimento vivo ¢ inerte, la
flotabilidad, el contenido nutrimental, la textura, el color y la palatabilidad (Gallardo et al.,
2003). Respecto al consumo de S. elongatus y C. muelleri durante las distintas etapas de
vida de L. vannamei, se considera que no ocurrié limitacion en la disponibilidad del
alimento suministrado, ya que el consumo del alimento evaluado en los distintos estadios
de vida no superd el 92% de la concentraciéon celular (cél ml™). Godinez et al. (2005),
mencionan que una sobre o subalimentacion pueden afectar la supervivencia, el crecimiento
y el indice de desarrollo larvario. Los resultados obtenidos muestran un mayor consumo de
la especie S. elongatus respecto a C. muelleri, inclusive al suministrar como alimento la

mezcla de las dos especies. Lo anterior es posible que este relacionado con un consumo
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preferencial por las células de menor tamafio como S. elongatus respecto a C. muelleri.
Yufera y Lubian (1990), sugieren que el menor tamafio de células permite su entrada con
mayor facilidad al tracto digestivo, causando ademas una menor friccion y facilitando su
digestion.

Araos-Dzul et al. (2000), indican que en etapas larvales de Farfantepenaeus duorarum
alimentado con Chaetoceros y Tetraselmis y dos tipos de microencapsulado, se encontro
una relacion directa entre el tamafio de la particula de alimento y el consumo hecho por la
larva. Los resultados obtenidos acerca del consumo del alimento vivo por las distintas
etapas larvales de L. vannamei muestran que conforme aument6 el tamafio del organismo
se detectd una disminucion en el consumo del alimento (C. muelleri y S. elongatus). Este
resultado tiene una aplicacion practica directa en la camaronicultura, ya los resultados
obtenidos en este estudio, muestran que se debe de tomar en cuenta el tamafio de la
particula alimenticia, debido a que: (1) las larvas de L. vannamei seleccionaron el alimento
de acuerdo a su etapa de vida y (2) la preferencia de microalgas disminuye en la medida
que las larvas alcanzaron un mayor desarrollo larval e incrementaron el consumo de

Artemia.

V. 6 Supervivencia de L. vannamei

No se encontrd diferencia en la supervivencia de L. vannamei al utilizar como alimento S.
elongatus, C. muelleri o la mezcla de las dos especies. El alimento suministrado no causo
cambios importantes en el valor nutrimental que permiti6 mantener el crecimiento y la

supervivencia.



59

Los valores de supervivencia evaluados en este estudio, resultaron similares a los obtenidos
con C. muelleri cultivado con fertilizantes agricolas y utilizado como alimento para larvas
de L. vannamei (Valenzuela-Espinosa et al., 1999; Pacheco-Vega, 2003). La supervivencia
también resultd similar a la obtenida en larvas de camaron Penaeus monodon (Fabricius,
1798) (Tobias-Quinitio y Villegas, 1982).

Los valores de supervivencia en este estudio resultan inferiores a los indicados por Lopez-
Tapia (2002), al utilizar como alimento C. muelleri, Thalassiosira weissfloggi y la mezcla
de ambas. Asi como también a los descritos por Araos-Dzul et al. (2000) para las larvas de
Farfantepenaeus duorarum con dos tipos de microencapsulados. La diferencia en los
valores de supervivencia de larvas de camar6n evaluados en los distintos estudios, puede
ser causa de las diferencias en el tamafio y densidad de células de las diversas especies de
microalgas utilizadas como alimento (Pacheco-Vega, 2003; Pina et al., 2006).

Los principales factores ambientales que influyen en la fisiologia de las larvas son: la
temperatura, la salinidad, la concentracion de oxigeno disuelto, la luz en cantidad, el ciclo
de luz:oscuridad, la saciedad del organismo y el origen de las larvas (De la Cruz, 1989;
Brown, 2002). En el presente estudio se mantuvieron constantes la mayoria de las variables
ambientales con excepcion del tamafio de las particulas suministradas como alimento (C.
muelleri y S. elongatus), el resto de las variables ambientales y de cultivo se situd dentro de
los valores recomendados como Optimos para el crecimiento y supervivencia de larvas de
L. vannamei.

Iversen et al. (1993) y Pacheco-Vega (2003) mencionan que eclevados valores de
supervivencia indicados en algunas granjas camaronicolas comerciales, se deben a que no

existe un estricto control de la calidad del agua, lo cual permite la entrada de una gran
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variedad de microalgas del medio natural con lo que se incrementa la microflora
aumentando la cantidad de alimento disponible sin embargo, también se permite la
presencia de bacterias no patogenas (e.g. Rhodovulum sulfidophilum).

En los cultivos de L. vannamei realizados en este estudio se detectd como epibionte
Leucothrix sp. Se ha mencionado que es comun la presencia de epibiontes en el
exoesqueleto de las larvas de crusticeos y que estos pueden tener relacion con agentes
patdgenos, como la bacteria Leucothrix mucor (Johnson, 1989). La bacteria L. mucor es
una especie saprofita que no penetra la cuticula de crustaceos y se le encuentra en una gran
variedad de crustaceos bentonicos, huevos, larvas y en el detritus. Este tipo de bacteria se
ha detectado para casi todas las especies del género Penaeus o Litopenaeus (Gomez-Gil et
al., 2001), aunque en este trabajo no se cuantifico la cantidad de Leucothrix sp. la presencia
de estos organismos en condiciones ambientales que sean favorables para su proliferacion
pueden afectar la supervivencia de las larvas del camarén.

En las setas de L. vannamei se observaron adherencias de C. muelleri y S. elongatus y
resultdé mas notorio en las larvas alimentadas solo con S. elongatus. Este resultado se
relaciona con el menor tamafo de esta especie y la mayor densidad de células suministradas
como alimento. En estudios previos con larvas de L. vannamei alimentadas con microalgas
vivas y congeladas de Tetraselmis sp. se detectd adhesion de estas microalgas en las setas
en el estadio de protozoea II, estas adhesiones pueden causar dificultad en el nado de las
larvas de crustaceos debido a que disminuyen la movilidad (Pérez y Puello-Cruz, 2007).
Godinez et al. (2005), mencionan que existe una relacion directa entre la supervivencia y la

tasa de ingestion, sin embargo, el suministro excesivo del alimento en condiciones de
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cultivo no asegura una alta supervivencia debido a que deteriora la calidad del agua,
disminuye la concentracion de oxigeno y decrece la supervivencia.

Se ha evaluado que los diferentes medios utilizados para el transporte de las larvas de
camardn pueden influir en la supervivencia. Suarez et al. (2001) y Pidia et al. (2006),
mencionan una supervivencia significativamente mayor para larvas de L. vannamei al ser
transportadas en vuelos comerciales en comparacion al uso de avioneta. Se indica que la
manipulacién del personal involucrado en el transporte, es una variable adicional que
influye en la supervivencia de los organismos. El transporte de las larvas de L. vannamei,
se realizd por via terrestre por un periodo de 24 horas, debido a la falta de vuelos
comerciales que permitieran el transporte de contenedores con organismos vivos desde la

ciudad de la Paz, Baja California Sur hasta Tijuana, Baja California.
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Capitulo VI

VI. CONCLUSIONES

» El porcentaje de dilucion utilizado en los cultivos semicontinuos de S. elongatus y
C. muelleri fueron adecuados, ya que se mantuvo estable la concentracion celular y

su composicion bioquimica.

» En los cultivos semicontinuos el porcentaje de proteinas fue similar para C. muelleri
y S. elongatus sin embargo, C. muelleri super6 el porcentaje de lipidos y S.

elongatus resulto con el mayor porcentaje de carbohidratos.

= EI contenido total de aminoacidos esenciales y acidos grasos fue similar entre S.

elongatus y C. muelleri en los cultivos semicontinuos.

» El mayor porcentaje de fenilalanina se present6 en S. elongatus. El mayor contenido

de histidina se evalué en C. muelleri y la mezcla de los cultivos de ambas especies.

= En S. elongatus se encontré una mayor porcentaje de 18:3n3, y no se detectaron los

acidos grasos de la serie 20:3n6 y 22:6n3. Para C. muelleri se tuvo el mayor
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porcentaje de 20:5n3 y 22:3n6, respecto a la mezcla de los cultivos de ambas

especies.

Se encontré una mayor preferencia en el consumo de S. elongatus cuando fue

utilizado como dieta monoespecifica y mixta para etapas larvales de L. vannameli.

La tasa de crecimiento, el indice de rendimiento y la supervivencia de las larvas de
L. vannamei fue similar al suministrar como alimento S. elongatus, C. muelleri y la
mezcla de ambas especies. Sin embargo, cuando se suministr6 como alimento S.

elongatus el cefalotorax de postlarva I de L. vanannei es de menor longitud.

La cianobacteria S. elongatus puede ser utilizada como alimento para la nutricion de
etapas larvales de L. vannamei, ya que proporciona un valor nutrimental que
permite obtener tasas de crecimiento y supervivencia similares a las obtenidas con

C. muelleri.
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Capitulo VII

VII. RECOMENDACIONES

Evaluar la concentracion celular Optima para alimentar larvas de L. vannamei con S.

elongatus.

Evaluar el valor nutrimental de S. elongatus para otras especies de organismos de
importancia en la acuicultura, asi como la posible modificacion de su contenido
nutrimental mediante variaciones en el medio de cultivo, pardmetros fisicos y

quimicos
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