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Resumen Aprobado por:

Be cultivé Artemia franciscana en agua de salinidad normal y reducida (12 9/00 )
utilizando alimentos inertes (salvado de trigo y salvado de arroz), vivos (las
microalgas Chaetoceros sp. y Nannochloropsis sp.) y la mezcla de ambhos, en
condiciones de iluminacién continua y de penumbra y en volGmenes de un litro
y de 300 litros. Los resultados mostraron que Artemia franciscana cultivada en
salinidad reducida es capaz de alcanzar longitudes similares a las obtenidas en
agua de mar normal y de reproducirse, aunque con un menor nGmero de parejas,
cuando la dieta estd constituida por alimento vivo. Su composicién biogquimica
presenta una alta concentracién de lipidos (aprox. 25%) y es baja en carbohidratos
(<10%). La condicién de penumbra tiene como consecuencia la produccién de
quistes en vez que de nauplios y favorece un crecimlento m&s répido, aunque el
estado de madurez sexual se alcanza en el mismo tiempo (15 dias). De las dietas
probadas, Chaetocerps sp. resultd ser el mejor alimento. Los organismos que
recibieron alimentos inertes presentaron una longitud menor a 3 mm, baja
sobrevivencia (<20%) y no produjeron progenie. En el caso de las dietas mixtas,
los mejores resultados fueron similares a éstos Gltimos. En cultivo semimasivo,
Artemis, alimentada con salvado de arror (0.2 mg org.! dia-l) mis Chaetoceros
sp. (30% de su cantidad original) alcanzé tallas de 7 mm en 19 dias, pero no logré
reproducirse, X
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CULTIVO DE Artemia franciscana EN AGUA DE SALINIDAD REDUCIDA

I. INTRODUCCION

Artemia es un crusticeo anéstraco de la subclase Branchiopoda (Castro
y Gallardo, 1985) que ha sido utilizado ampliamente en diferentes campos de
la ciencia y de la produccién (toxicologia, medicina, biologia y acuicultura
entre otros) como organismo experimental o como fuente de alimento (Léger
et al.,, 1987). Esto es debido a sus caracteristicas que lo hacen facil de
cultivar, ya que tiene un ciclo biolégico corto y ademés porque es de fécil
preservacion debido a que, en condiciones particulares, se reproduce formando
cigotos resistentes (quistes), que pueden ser preservados por largos periodos
y utilizados cuando se necesiten; ademéds su composicién es idénea para la
alimentacién de estadios larvales y adultos de organismos acudticos de
importancia comer&;,'ial y experimental (Castro y Gallardo, 1985; Léger et al.,

1986 y 1987).

Todos estos factores hacen que el cultivo de Artemia tenga enormes
ventajas sobre otras especies. BAdemas, este organismo. no posee ninguna
defensa anatémica contra posibles depredadores del medio marino, por lo
cual representa una presa facil para cualquiera de ellos (Persoone y Sorgeloos,
1980) y por lo tanto es una fuente segura de alimento. Conjuntando ésto
con su composicién bioquimica: 10-20% de carbohidratos; 42-60% proteinas:

6-23% lipidos (Léger et al., 1986 y 1987) es evidente el motivo de su gran



aceptacién como fuente de alimento para una gran diversidad de grupos de
animales (Sorgeloos, 1980). Hay también que mencionar que la Gnica defensa
que Artemia ha desarrollado contra posibles depredadores ha sido la adecuacién
de sus mecanismos fisiol6égicos para soportar condiciones ambientales extremas
y variantes, como son la salinidad (10-340 °/q), la temperatura (6-35 °C) y
la concentracién de oxigeno (de 2 ml 12 hasta 8 ml 1) (Persoone y Sorgeloos,

1980; Lenz, 1987).

Actualmente Artemia guarda una posicién clave dentro de la acuicultura
como fuente de alimento, que es consecuencia de las caracteristicas gque ya
se mencionaron. De hecho, su explotacién y comercializacién ha sido de tal
magnitud que en el presente un gran nUmero de compafiias ofrece a este
crusticeo en diferentes presentaciones como quistes o como nauplios y adultos,
vivos, congelados y secos (Léger et al., 1986)., Sin embargo, conforme aumenta
su uso, se han presentado algunos problemas que afectan su utilizacién y
su calidad y efectividad nutricia (Sorgeloos, 1980; Amat, 1985; Léger et al.,
1986). Los mas importantes entre éstos son la heterogeneidad en la calidad
de los organismos y el alto costo, que puede ser prohibitivo para algunos
productores (Amat, 1985). Esto es consecuencia de que la explotacién se
centra en poblaciones naturales, las cuales tienen fluctuaciones que hacen
variar la produccién comercial. Ademas se sabe que, aunque Artemia es
un organismo cosmopolita, sus habitats son restringidos y aislados uno del
otro, lo cual ha causado que cada uno de ellos sostenga una poblacién Unica.
Esto puede ocasionar variaciones en algunas caracteristicas importantes como

composicién proximal, presencia de ciertos aminocacidos y &cidos grasos



esenciales y tasas de eclosién y de sobrevivencia (Sorgeloos, 1980; Amat,
1985; Léger et al., 1986; Lenz, 1987), que pueden ser debidas a diferencias
genéticas o ser consecuencia de diferencias en el tipo' de habitat, como aguas
de diferente composicién y fuerza idnica o diferentes tipos de alimento

(Correa-Sandoval, 1991).

El efecto de los elementos negativos mencionados en el parrafo anterior
ha side tal, que muchos consumidores buscan adgquirir los productos de
aquellas compafiias que garanticen una mejor calidad nutricia, disponibilidad
y mejor precio, sin olvidar, en el caso de los quistes, el porcentaje de
eclosién (Amat, 1985). En respuesta a estas demandas del mercado, se realizan
inoculaciones de una variedad determinada de Artemia en salinas naturales,
donde el organismo no esti presente y las condiciones ambientales parecen
ser adecuadas. De esta manera se aprovechan zonas improductivas, y se
pretende que su produccién aumente y que la biomasa resultante tenga una
calidad homogénea (Amat, 1985; Camara y De Medeiras-Rocha, 1987; Castro et

al., 1987; Naegel, 1987).

Sin embargo los resultados, aungue promisorios, no son del todo
satisfactorios ya que la produccién no ha sido tal que se haya logrado bajar
los costos. Es por esto recomendable que, en funcién de los conocimientos
ecofisiolégicos que se tienen sobre Artemia, se estudien otras posibilidades
de cultivarla tratando de utilizar las condiciones regionales para obtener un
producto de bajo costo, de calidad confiable, de alta disponibilidad y adecuado

a las necesidades particulares del consumidor.



Los factores més importantes que hay que considerar para el cultivo
de organismos marinos son la salinidad, la temperatura, la concentracién de
oxigeno y la dieta; los cuales tienen un efecto directo sobre la calidad del
producto. Entre éstos, en el caso de Artemia, la salinidad es uno de los
més estudiados, pero la mayoria de los estudios estdn enfocados hacia los
efectos de salinidades superiores a 30 °/e. Pareceria por lo tanto deseable
estudiar los efectos de salinidades inferiores, parecidas a las de los cuerpos
de agua salobre donde solamente se sabe gue el animal puede sobrevivir,
sin que hayan sido evaluadas las repercusiones debidas a este factor ambiental

sobre la produccién y la calidad de la biomasa.

Si éstas no resultaran ser muy importantes, los cuerpos de agua salobre
pudieran ser utilizados para cultivar Artemia, inclusive en cultivos intensivos
en lugares donde las condiciones climaticas son variantes y ofrecen pocas
expectativas de buenos resultados al aire libre. En estos sistemas la calidad
del ambiente es esencial y debido a sus caracteristicas la fuente y la calidad
del alimento son factores criticos, dado que un cultive intensivo no cuenta
con fuentes naturales del mismo. Por este motivo se hace necesario seleccionar
una dieta de bajo costo, que a la vez permita obtener un producto de calidad

aceptable (Lavens et al., 1987).

Relacionando los dos tltimos puntos, es posible visualizar la factibilidad
de cultivar Artemia en condiciones de baja salinidad y utilizando una dieta
adecuada, que asegure una alta sobrevivencia y una calidad similar a los

productos que ya existen en el mercado.



Por lo que se refiere a la salinidad, se desconoce el valor 6ptimo de
esta variable ambiental, pero es razonable pensar que éste tendria que estar
cercano al nivel minimo aceptado por Artemia, dado que mientras mas alta
es la salinidad mayor tendria que ser el gasto energético necesario para la
osmorregulacién (Persoone -y Sorgeloos, 1980). Por otro lado, su cultivo
pudiera ser factible en aguas con niveles de salinidad menores del éptimo,
dada la capacidad de efectuar ajustes osmorregulatorios que tiene este

organismo.

Versichele y Sorgeloos (1980) reportaron una baja eclosién (50% de
diferencia) en quistes producidos a baja salinidad (35 °/«) comparados con
aquellos producidos a salinidades de 90 °/q, y Berthélémy-Okazaki y Hedgecock
(1987) observaron un 44% de oviparidad a una salinidad de 15 °/w ¥y que

este porcentaje disminuye conforme aumenta la salinidad.

En cuanto a dietas para Artemia, este tépico ha sido estudiado

extensivamente con el fin de reducir el costo de produccién, ya que el .

alimento vivo mayormente utilizado y que ha dado mejores resultados son
las microalgas. Otros alimentos utilizados son los de tipo inerte, que en
general se refieren a harinas (trigo y soya entre otras), salvados (trigo y

arroz), levaduras y microalgas secas (Spirulina sp., Dunaliella sp., Chlorella

sp., Saccharomyces sp., Candida sp. y Scenedesmus sp.). Otros alimentos
que se han utilizado son bacterias y productos de desecho (Johnson, 1980;
Douillet, 1987; Basil et al., 1987). Entre todos los mencionados, los que han
dado mejores resultados después del alimento vivo son el salvado de arrogz,

las levaduras y las microalgas secas. Sin embargo, los resultados no son



comparables a los alcanzados con microalgas vivas. Se ha encontrado por
ejemplo que Artemia requiere de microalgas frescas como alimento si la
salinidad es inferior a 20 °/w, pero que con salinidades mayores de este

valor es posible utilizar dietas inertes como fGnico alimento (Johnson, 1980).

Son pocos los estudios realizados para definir los requerimientos reales
alimenticios de Artemia (Benijts et al., 1976) y es posible que en diferentes
estadios tales requerimientos sean diferentes (Johnson, 1980), ya que es de
esperar que las necesidades dietéticas puedan cambiar durante el desarrollo
de un organismo (Douillet, 1987). De ésto consigue que un tipo de dieta
pueda ser o no ser efectivo, en dependencia del disefio experimental. Por
ejemplo, es posible que las microalgas sean el mejor alimento si se lleva un
organismo desde larva hasta el estado adulto, dado los altos requerimientos
de proteinas durante el desarrollo y el crecimiento somético, mientras que
en el estado adulto un alimento con una gran cantidad de carbohidratos,
que serian mejor proporcionados por algin tipo de salvado (Johnson, 1980;
Douillet, 1987), pudiera resultar mas efectivo. Por lo tanto, una dieta mixta

pudiera finalmente ofrecer mejores resultados (Lavens et al., 1987).

Tomando en consideracién todo lo anterior, este trabajo pretende
establecer la potencialidad de cultivos de Artemia en un medio salobre,
utilizando una dieta mixta de microalgas y de algin tipo de salvado de
granos. Lo anterior responde a una necesidad especifica, expresada por el
Centro Acuicola del Instituto de Acuicultura del Estado de Sonora en Cd.
Obregén. Esta institucién, inicialmente disefiada para el cultivo del langostino

Macrobrachium rosenberqgii, ha empezado a desarrollar una linea alternativa



referente al cultivo de peces de ornato, para los cuales Artemia constituye
una fuente de alimento de alta calidad. Dado lo costoso que puede resultar
conseguir este organismo en las diferentes presentaciones requeridas y
ademéas, debido a que alli se cuenta con la infraestructura para producirlo,
se ha decidido estudiar la posibilidad de cultivar Artemia en forma masiva.
Un inconveniente para esta finalidad es que el Centro se encuentra muy
alejado de fuentes de agua de mar. Por otro lado, cuenta con una abundante
disponibilidad de agua salobre, la cual es obtenida de un pozo que, segin
los datos proporcionados por el Director del Centro, Ocean. Fernando Gémez
C., tiene las siguientes caracteristicas: composicién iénica mayoritariamente
cloruro sédica, pH cercano a la neutralidad, dureza (CaCOs) de aproximadamente

5 gramos por litro y salinidad (sodio y cloruros) cerca de 12 ©/c.



I.1. OBJETIVOS

Considerando la finalidad del trabajo, se plantearon los siguientes
objetivos:

- BSeleccionar una o mAs cepas de microalgas que tengan buenas
caracteristicas de crecimiento en agua de salinidad reducida, en comparacién
con la salinidad de su medio natural.

- Comparar la composicién proximal de las microalgas seleccionadas con
la de dos dietas de bajo costo, y comprobar su calidad dietética en bicensayos

con Artemia franciscana.

- Averiguar la factibilidad de cultivo de Artemia en condiciones de
penumbra, similares a las prevalecientes en el lahoratorio de produccién

masiva del Centro Acuicola de Ciudad Obregén.

- Utilizar la dieta seleccionada en base a los resultados anteriores y
llevar a cabo un cultivo de Artemia a escala piloto, en condiciones anélogas

a las de un laboratorio de produccién a nivel comercial.



II. MATERIRLEE Y METODOS

11.1. Beleccién de microalgas

Se preseleccionaron las tres cepas de microalgas marinas y las dos de
agua dulce que se enlistan a continuacién, por su capacidad de aclimatarse
en agua salobre, Todas proceden de la coleccién de microalgas del
Departamento de Acuicultura del CICESE y una mayor informacidén acerca de

ellas puede obtenerse en Trujillo-Valle (1993).

Marinas
- Chaetoceros sp. (Clone: CH-X-1)
- Phaeodactylum tricornutum Bohlin (Clone: PH-T-1)

- Nannochloropsis sp. (Clone: NN-X-1)

Dulceacuicolas
- Chlorella sp. (CL-X-1)

- Scenedesmus obliguus (SC-0-1)

La aclimatacién se llevé a cabo disminuyendo progresivamente, de 5 en
5 °/g0, la salinidad del agua de mar del sistema del laboratorio (32 ©/w),
diluyendola con agua de la llave, hasta llegar a la salinidad deseada (12 °/w).
La frecuencia de camhio estuvo dictada por el tiempo en que la microalga
tardé en alcanzar una densidad adecuada, la cual fue determinada

empiricamente en base a la coloracién de los cultives. En el caso de Chlorella
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sp. y de Scenedesmus sp. el inéculo inicial fue en un medio de salinidad de
5 °/00, que posteriormente se incrementdé hasta 12 °/w con agua de mar. El
agua dulce era agua de la ciudad filtrada a través de filtros de fibra de
vidrio GF/C, aireada para eliminar el cloro libre residual que pudiera contener
y posteriormente mezclada con agua de mar hasta alcanzar la salinidad
deseada, la cual era medida con una precisién de 10.5 °/s con un refractémetro
de laboratorio. Algunas de las caracteristicas quimicas del agua dulce de
dilucién, proporcionadas por la Comisién Estatal de Servicios Publicos de

Ensenada, son:

- pH 7.5, [] cloruros 313 mg Kg-}, dureza célcica 200 mg Kg-!
- Dureza magnésica 113 mg Kg}, [] carbonato-bicarbonato 207 mg Kg-!

El medio de cultivo se prepard con los enriquecimientos descritos por
Guillard y Ryther (1962) y se esterilizé en autoclave a 1.05 Kg cm2 de presién

y 121 oC, por un lapso de 30 minutos.

Los cultivos de cada especie de microalga se mantuvieron por triplicado
en condiciones estdndar de laboratorio, a 201 °C y con luz continua (0.12
100g e¢m? s71, proporcionada por 4 ldmparas de luz blanca fria de 40 watts).
El control del crecimiento de los cultivos, excepto en el caso de Nannochloropsis
sp., se llevé a cabo por medio de recuentos diarios en un hematocitémetro
de 0.1 mm de profundidad con rejilla de Neubauer. Debido a sus dimensiones
(1.5 a 3 um), este método no se pudo utilizar para Nannochloropsis sp., para
la cual el control fue a través de lecturas diarias de densidad éptica en un
espectofotémetro Hach DR-EL 2000, a una longitud de onda de 550 nm, y

por mediciones de peso seco y peso seco organico. Para ésto se filtraron
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entre 5 y 10 ml de cultivo, a través de filtros GF/C de fibra de vidrio de
2.5 cm de didmetro previamente calcinados en una mufla a 450 °C por 4 horas.
La muestra filtrada se puso a secar en una estufa a 60 °C hasta peso constante.
Una vez obtenido de esta forma el peso seco total, la muestras se calcinaron
en una mufla a 450 oC para obtener el peso inorgénico y, por diferencia, la
cantidad de sustancia orgénica de las muestras. Para seleccionar, entre las
cinco cepas probadas, las dos a utilizarse para los bioensayos de alimentacién
con Artemia, se compararon las tasas de crecimiento (nimero de divisiones
dia: p = logz (Nt/No)/t en donde, Nt es el nimero de células final, No es
el nGimero inicial de células y t es el tiempo transcurrido entre lecturas de
densidad celular). También se compararon las biomasas maximas producidas
por cada especie de microalga en condiciones de salinidad 12 °/s y en las

equivalentes a su medio natural.
I1.2. Cultivo de microalgas
I1.2.1. Cultivo a pequefia escala.

Las dos especies de microalgas seleccionadas en base a su mejor
crecimiento en agua de salinidad reducida se cultivaron posteriormente en
recipientes de 2 1, con 1.5 1 de medio, suficiente para servir como fuente de
alimento para el nimero de Artemia utilizado en los bioensayos. El medio
de cultivo fue el mismo que para los Erlenmeyer, variando sélo el tratamiento
de esterilizacién, ya que en este caso el agua fue tratada con hipoclorito de
sodio a razén de 3 ml 17} por 24 horas, eliminando posteriormente el cloro

residual con tiosulfato de sodio (150 mg 11) y proporcionando aireacién.
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Los cultivos se mantuvieron a las condiciones estidndar de laboratorio,
con burbujeo constante de aire enrigquecido con una cantidad de CO2 suficiente
para mantener el pH entre 7.5 y 8.5. La técnica de mantenimiento fue la
semicontinua con razones de dilucién diaria de 0.5 (Chaetoceros sp.) y 0.4

(Nannochloropsis sp.) con el fin de obtener alimento de calidad constante.

La calidad del alimento fue comprobada obteniendo 3 muestras, durante
el lapso que duré el bioensayo, para la determinacién de peso seco total y
orgénico, que se obtuvieron con los métodos ya descritos para Nannochloropsis
sp. y para la realizacién de anilisis proximales. Para realizar los anélisis
proximales se filtraron, por triplicado para cada tipo de andlisis, 5-10 ml de
cultivo a través de filtros de fibra de vidrio GF/C de 2.5 c¢m de diAmetro,
los cuales fueron almacenados en un congelador a -20°C para su posterior

andlisis con los métodos que se detallan en el apartado correspondiente.

En el caso de Nannochloropsis sp. se realizé un andlisis de regresién

simple para determinar la correspondencia entre los valores de densidad
béptica y el peso seco. Para tal efecto se tomaron cinco muestras durante
la fase de crecimiento exponencial y hasta el inicio de la fase estacionaria.

A partir de estos datos se obtuvo la ecuacién:

(1) Y = 576.21 + 189.82 (X) (agua salobre)

(2) Y = 661.11 + 212.50 (X) (agua de mar)

donde "Y" es el peso seco por unidad de volumen de cultivo, dado que se

estaba tomando este factor como equivalente a la concentracién celular y
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"X" el logaritmo en bhase dos de la densidad 6ptica. Los valores de r? fueron
de 0.94 y 0.98. Con esta ecuacién fue posible determinar directamente, en
base a las lecturas de densidad 6ptica, el volumen de cultivo equivalente a

la racién diaria, que tenia que ser proporcionado como alimento para Artemia,
11.2.2. Cultivo semimasivo,

La microalga Chaetoceros sp. fue cultivada en agua de salinidad reducida,
en un tanque circular de fibra de vidrio con 400 litros de medio "f', con
iluminacién artificial con 4 ldmparas iguales a las utilizadas en laboratorio,
que complementaban la iluminacién natural. EI pH fue de 7.7-8.9, la aireacién
fue continua y la temperatura fluctud entre 22 °C y 25 °C. Este cultivo se

mantuvo en un sistema semicontinuo, a una razén de dilucién diaria de 0.25.
11.3. Cultivo de Artemia franciscana

Los quistes de Artemia empleados para este trabajo fueron del tipo
comercial (San Francisco Bay Brand, Inc. Lote No. 3457). El tratamiento para
la eclosién fue el mencionado por Cofrea—Sandoval (1991). Los nauplios
producidos en las ochoc horas posteriores a la primera eclosién fueron los
escogidos para realizar los bioensayos. El conteo de organismos para su
posterior divisién en los acuarios experimentales se realizd mediante la toma
de 30 muestras al azar, midiendo la densidad de organismos y extrapolando

al volumen total.

Se lleyvaron a cabo cuatro tipos de ensayo con Artemia, con diferentes

finalidades en cada uno de ellos,
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11.3.1. Tipos de agua.

En esta fase se cultivé Artemia en agua de mar y en agua de mar diluida
hasta 12 o/, como se menciond anteriormente, para comparar su crecimiento
en los dos tipos de agua. Para evitar la posibilidad de que el tipo de alimento
pudiera modificar los resultados, los organismos fueron alimentados con la
misma dieta la cual, a raiz de los resultados positivos que obtuvieron con
esta microalga Correa-Sandoval (1991), Arriaga-Haro (1993), fue la diatomea
Chaetoceros sp. El tratamiento se hizo por triplicado utilizando recipientes
de 21, con un litro de agua de mar o de salinidad reducida, con una
densidad inicial de un organismo por mililitro. Los nauplios se colocaron
directamente, después de eclosionar, en los dos tipos de agua de prueba y
fueron contados de la forma anteriormente referida y distribuidos en los.
acuarios correspondientes. Durante el bicensayo se realizaron muestreos
los dias 5, 9, 12 y el dia de inicio de formacién de parejas, para evaluar el
crecimiento y el estadio de desarrollo. Estos intervalos fueron escogidos
porque, segin resultados de otros experimentos llevados a cabo con este
organismo y con la misma dieta, en esos dias es generalmente posible notar
el cambio desde un estadio de desarrollo al sucesivo (Correa-Sandoval, 1991;
Arriaga-Haro, 1993; Paniagtla;chévez, 1993). El alimento fue suministrado 48
horas después del inicio del ensayo y los organismos fueron mantenidos
hasta el estadio adulto y la primera formacién de parejas. Posteriormente
a esta fecha, el 50% de los organismos sobrevivientes fueron separados y
mantenidos en cultivo, separando diariamente las parejas y cultivandolas por

separado (por dia y por acuario) para evaluar la produccién de progenie.
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El experimento se didé por terminado un dia después de cuando se alcanzéd
el maximo nGmero de parejas por dia. El 50% restante fue tamizado, lavado
con agua destilada y congelado a -20 °C, para posteriormente medir su peso
seco total y orgénico, el contenido de cenizas y para realizar los anélisis
proximales que se hicieron por triplicado con la metodologia que se describe

méas adelante.

El alimento fue administrado diariamente en raciones previamente
determinadas (Paniagua-Chavez, 1993), que estdn en funcién de la densidad
y de la edad de los animales. La limpieza de los acuarios y el cambio de
agua se realizaron diariamente, Las condiciones generales de cultivo fueron
6.0-7.5mg 1 de Oz, pH 8-9, temperatura de 21+1°C y semioscuridad (penumbra).
Esta tltima condicién, que coincide con la del laboratorio de Ciudad Obregén,
tiene supuestamente el efecto de acelerar el crecimiento, ya que en la
oscuridad se reduce la actividad natatoria pero no la de alimentacién de
Artemia, con la consecuencia que una mayor cantidad de energia seria
canalizada al crecimiento (Castro y Gallardo, 1985). Por este motivo, alimentos
de bajo rendimiento como los salvados de trigo o de arroz, que son abundantes
y de bajo valor comercial, pudieran tener resultados positivos en el
mantenimiento del organismo. Los datos gue se obtuvieron y evaluaron con
este ensayo fueron la sobrevivencia, el crecimiento, la biomasa producida

como progenie y la composicién bioquimica de los adultos.
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11.3.2. Condiciones de iluminacién.

Esta segunda fase se realizé bajo las mismas condiciones de cultivo y
de alimentacién y con los mismos criterios de evaluacién del ensayo anterior,
pero en condiciones de iluminacién continua. Esta variante fue sugerida
por los resultados del primer ensayo con el cual se obtuvieron quistes como
progenie en ambos tipos de agua, en vista de que en nuestro caso el mayor
interés era en la produccién de nauplios, con la cual seria posible mantener
una linea de produccién continua de biomasa de tamafios diferentes, sin

siembras periédicas con nauplios obtenidos de quistes comerciales.

11.3.3. Dietas.

Se probaron por separado como dietas inertes salvados de trigo y de
arroz, el primero porque es abundante en la regién aledafia a Ciudad Obregén
y el segundlo por indicaciones de literatura, gue lo sefialan como alimento
adecuado para Artemia (Castro et al., 1987; Douillet, 1987). Ambas dietas Is»e
utilizaron para cultivos de Artemia en agua salobre en condiciones de

iluminacién continua, como alimento inico o enriquecidas con las microalgas

Chaetoceros sp. o Nannachloropsis sp.; esta Gltima solamente se probé con
el salvado de trigo.
Los parametros utilizados para la evaluacién de todas las dietas y

condiciones de cultivo fueron los mismos que en la primera fase. Con base

en los resultados obtenidos se procedid con el cultivo semimasivo.
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11.3.4. Cultivo semimasivo.

Los resultados de los bicensayos anteriores indicaron las condiciones
necesarias para producir Artemia franciscana en agua salobre. En base a
éstos, se realizé6 un escalamiento a nivel semimasivo en las instalaciones del
Laboratorio de Acuicultura del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de
la Universidad Auténoma de Baja California, Para este efecto se hizo uso
de estanques de fibra de vidrio de 400 litros, en los cuales se cultivé Artemia
manteniendo las condiciones de pH entre 8 y 9, las de oxigeno de 6 a 8 mg
171, con luz continua (2 lamparas de luz de dia de 40 watts) y temperatura
ambiente, que fluctud entre 22 y 25°C. El volumen del cultivo fue de 300
1, con una densidad de un organismo por mililitro. Para esta prueba se
mantuvieron dos tanques, en uno de los cuales se prohd salvado de arroz
como alimento Unico. En el otro se usé la dieta mixta de salvado de arroz

enriquecido con Chaetoceros sp..

El alimento fue administrado cada 24 horas; el cambhio de agua fue parcial
y se hizo en dias alternos, extrayendo 2/3 del total del volumen (200 litros).
Los parametros de evaluacién fueron los mencionados en la primera fase y
las muestras se tomaron con la misma regularidad gque en los ensayos

anteriores.
I1.3.5. Produccién de progenie.

Para la evaluacién de la produccién de progenie, en todos los casos se
realizaron conteos al microscopio de quistes y nauplios, tomando en

consideracién solamente las muestras de los dos dias contiguos a agquel que
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presentd la maxima formacién de parejas, gque se mantuvieron por un lapso
de tres dias posteriores a la primera produccién, Dada su variabilidad, estos
datos se representaron como la produccién total de los nueve acuarios finales
por tratamiento y con la mediana de los datos de cada acuario. Ademés, se
representaron también como produccién promedio por pareja, durante esos

tres dias,
I1.4. Biomasa y andlisis bioquimicos
11.4.1. Biomasa.

La cantidad de biomasa de Artemia vy de microalgas se expresa como
peso seco, que se evalud por triplicado en muestras de cada cultivo filtradas
a través de filtros de fibra de vidrio previamente calcinados y pesados. Las
muestras se colocaron en una estufa a 60 °C hasta alcanzar peso constante,
después de lo cual se determiné el contenido de cenizas calcinando la muestra
seca en una mufla a 450 °C por 12 horas. La cantidad de sustancia orgéanica

se encontrd por diferencia entre los dos pesos.
I1.4.2. Anélisis bioquimicos.

En las cuatro fases del trabajo se utilizaron muestras por triplicado de
cada réplica del cultivo (excepto el cultivo masivo) para realizar los andlisis
bioguimicos.

El analisis de contenide de proteinas de las diferentes dietas y de

Artemia se realizd con el método de Lowry et al. (1951) con las modificaciones
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realizadas por Lépez-Elias y Voltolina (1993), Cordero-Esquivel et al. (1993)
y Paniagua-Chévez (1993), utilizando para la extraccién la metodologia descrita

por Mayzaud et al. (1985) y por Farber-Lorda (1986).

Los carbohidratos totales se evaluaron con el método de Dubois et al.
(1956) como descrito en Malara y Charra (1972); la extraccién se hizo segin

Whyte (1987).

En el caso de los lipidos se utilizaron los métodos de extraccién de Bligh

y Dyer (1959) y la técnica de determinacién de Pande et al. (1963).

I1.5. Dietas

Los salvados de trigo y de arroz se molieron aproximadamente por 3
minutos con agua de mar o salobre (100 g de salvado/litro de agua) en una
licuadora. La suspensidén resultante se filtré a través de diferentes tamices
hasta una luz de malla de 60 pm y se almacend en refrigeracidn a 4 °C durante
un maximo de tres dias. Para evaluar la cantidad de sélidos se colocaron
alicuotas del ligquido filtrado en navecillas previamente calcinadaé y pesadas
y se secaron a 60 °C hasta peso constante. Posteriormente, las muestras se
calcinaron en una mufla a 450 °C 1:‘oor 12 horas. De esta manera se obtuvo
el rendimiento del material original como razén entre los pesos secos total
y orgdanico iniciales y finales del material usado como dieta, y se pudo calcular

el volumen de la suspensién que tenia que ser agregado como alimento.

Las raciones diarias, en nUmero de células de Chaetoceros sp. por
organismo, fueron las establecidas por Correa-Sandoval y Buckle-Ramirez

(1993) (tabla I). Las cantidades de Nannochloropsis sp. y de salvado de
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trigo se determinaron en base al peso seco organico de las raciones de
Chaetoceros sp., que funciondé como alimento control (tabla I). El salvado
de arroz se proporcioné inicialmente en la misma cantidad que el salvado de
trigo y posteriormente, en el caso de los experimentos a pequefia escala, se

aumentd hasta 0.2 mg org! dia! a partir del dia 12.

Las raciones para los cultivos masivos fueron de 0.2 mg org?l dial de
salvado de arroz, cuando éste fue suministrado como alimento Gnico. Para
la dieta mixta, la racién diaria fue de 0.2 mg org-! dia! de salvado, mas un
namero de células frescas de Chaetoceros sp. equivalente al 20% del ntGmero

idéneo cuando se utiliza como alimento Gnico.

I1.6. Tratamiento estadistico.

Con el fin de establecer diferencias o similitudes entre los diferentes
tratamientos, se realizaron primeramente pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov) para determinar el tipo de pruebas estadisticas a
utilizar. En todos los casos los resultados de las pruebas mencionadas fueron
positivos, por lo cual los datos se contrastaron a través de andlisis de
varianza paramétrica de una via y, cuando ésto fue necesario, con una prueba
a posteriori de comparacién multiple (prueba de Tukey). El valor de alfa

fue de 0.05 para todas las pruebas,
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TABLA I. Raciones diarias de los diferentes alimentos, vivos
(Correa-Sandoval y Buckle-Ramirez, 1993) e inertes, utilizados

como dieta de Artemia franciscana.

DIA ALIMENTO Y RACION POR ORGANISMO
Chaetoceros sp. OTROS ALIMENTOS (ng de peso orgénico)
(Cel. x10%)

1 150 07.75

2 300 15.51
5-6 450 23.26

7 600 31.02

8 750 38.77

9 1120 57.90

10 1140 58.93

12 1800 93.06

14 2160 . 111.67

16 2520 | 130.29

18+ 2750 142.18
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ITI. RESULTADOS
I11.1. Seleccién de microalgas

En general, todas las especies de microalgas probadas tuvieron un
comportamiento similar, con valores de 1 en la fase exponencial que no
mostraron diferencias significativas para los dos valores de salinidad. La

Unica excepcién fue Phaeodactylum tricornutum, el cual mostré una tasa de

crecimiento signiﬁcativamente menor en agua de salinidad reducida. Sin
embargo, todas presentaron diferencias significativas en la biomasa final
producida, que resultd siempre mayor en la salinidad de su amhiente natural
(tabla II y figuras 1a 5). Ademés, los cultiyos en agua de salinidad reducida
mostraron en general aglutinacién de células y adhesién a las paredes de
los recipientes, que son fenémenos que en general fomentan la pronta
contaminacién por bacterias del cultivo y que ademéds causarian problemas

de cosecha y de ingestién por Artemia.

Estos problemas fueron mas evidentes en el caso de las cepas de origen

dulceacuicola v para Phaeodactylum tricornutum, gque fueron eliminadas en

favor de Chaetoceros sp. vy Nannochloropsis sp., cuyos cultivos en agua de

salinidad reducida presentaron mejores caracteristicas de crecimiento y menor

adhesién y aglutinacién.
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TABLA II. Datos promedio de la tasa de crecimiento (p) durante la fase
exponencial v de la hiomasa obtenida en la fase de crecimiento
lento. También se da la decisién obtenida del anéilisis de varianza
paramétrico de una via, aplicada a los resultados provenientes
de los cultivos de cinco especies de microalgas en dos medios
de salinidad diferente: agua de mar (A.M.) o agua dulce (A.D.)
y agua de salinidad reducida (A.S.). En paréntesis: desviacién
estdndar. S y N.S.: diferencia significativa o no significativa
(alfa = 0.05).

ESPECIE MEDIO n BIOMASA

(Cel. x106)

Chaetoceros sp. A.S. 1.30 (0.34) 2.12 (0.43)

A.M. 1.45 (0.40) N.S. 2.65 (0.08) S

Phaeodactylum A.S. 0.64 (0.25) 2.54 (0.55)

tricornutum ‘

A.M, 1.04 (0.30) s 3,42 (0.47) S

Chlorella sp. A.S. * 0.96 (0.17)

A.D. * 1.42 (0.19) S

Scenedesmus A.S. 0.87 (0.38) 1.66 (0.17)

obliquus

A.D. 1.23 (0.39) N.sS. 2.82 (0.46) s
DENSIDAD
OPTICA
Nannochloropsis sp. A.S. 0.96 (0.27) 0.29 (0.02)

A.M. 0.77 (0.23) N.s 0.40 (0.03) S

*: la adhesién de las células a las paredes de los recipientes, hizo dificil su
conteo. Como consecuencia, se decidié no reportar los datos de p, que se
consideraron poco confiables.
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I11.2 Cultivos semicontinuos de microalgas

Las dos cepas de microalgas seleccionadas, Chaetoceros sp. vy

Nannochloropsis sp., fueron mantenidas en cultivos semicontinuos en

recipientes de 1.5 litros, con razones de dilucién diaria de 0.5 y 0.4
respectivamente, la primera por indicaciones bhibliograficas (Lo6pez-Elias y
Voltolina, 1993) que indican esta razén como la més adecuada para mantener
los cultivos en estado estable, cerca de las condiciones de produccién maxima.
La razén de dilucién seleccionada para Nannochloropsis sp. fue determinada
experimentalmente, ya que diluciones mayores a ésta no permitieron mantener
los cultivos en estado estable, porque resultaron en el lavado de los cultivos,
y las inferiores porque resultaron primeramente en un aumento paulatino de

las concentraciones celulares, seguido por un decaimiento répido.

Los resultados mostraron gque para ambas microalgas no existen
diferencias significativas debidas a las diferencias de salinidad del medio de
cultivo, por lo menos por lo que se refiere a la.produccién de células,
evaluada por conteo directo, para Chaetoceros sp. ¥y como densidad éptica

para Nannochloropsis sp. (tabla III).

En el caso de la primera especie de microalga es necesario mencionar
que el alto valor de las desviaciones estdndar se debe a fluctuaciones de la
densidad celular, en coincidencia con variaciones del pH, que fluctué entre
6.5 y 9.3, y de la temperatura (méximo de 25°C), De todas formas, tales
variaciones se presentaron en ambos medios y no invalidan los resultados

de los bioensayos. El numero promedio de células por mililitro logrado
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durante la fase estahle fue de 4.3 y 5.5 x10¢ para agua diluida y agua de
mar respectivamente, sin gque hubieran diferencias significativas. Para

Nannochloropsis sp. tampoco se observaron diferencias significativas aunque,

como en el caso anterior, se obtuvieron valores menores en agua de salinidad

reducida (tabla III).

Los cultivos de ambas microalgas en los diferentes medios presentaron
células aisladas, una aparente baja contaminacién por bacterias y no se

observaron agregados celulares o células deformes.
I11.2.1 Composicién de las microalgas

El anéalisis proximal realizado a las dos especies de microalgas mostré
tendencias aproximadamente similares. Primeramente, los contenidos de cenizas
v proteinas no presentaron grandes diferencias para las dos condiciones:
las cenizas fueron alrededor del 23% y las proteinas cerca del 35% del peso

seco total en el caso de Chaetoceros sp. mientras que para Nannochloropsis

sp. estos valores fueron cerca de 12 y 31%, respectivamente. La concentracién
de los carbohidratos resultd mayor en las microalgas cultivadas en agua

salobre, en casi un 150% para Chaetoceros sp. y un 75% para Nannochloropsis

sp.. En cambio, los lipidos tendieron a disminuir (en aproximadamente un
50%) en el caso de Chaetoceros sp. y a aumentar en la otra microalga (tabla

1v).



TABLA III.

AGUA
A.S.

A.M.

A.S.

A.M.
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Concentracién promedio (en células ml! o como densidad dptica)

y peso seco (en ng mll) en cultivos semicontinuos de Chaetoceros
sp. vy de Nannochloropsis sp. cultivados en 1.5 1 de agua de

salinidad reducida (A.S) y de agua de mar (A.M), con razones
de dilucién diaria de 0.5 y 0.4 respectivamente. En paréntesis:

desviacién estandar.

de varianza de una via, alfa=0.05).

ESPECIE
Chaetoceros sp.

Chaetoceros sp.

Nannochloropsis sp.

Nannochloropsis sp.

CELULAS x106
4.28(0.9)

5.55(1.1)N.S

DENSIDAD OPTICA
0.67(.001)

0.71(.001)N.S

N.8.: diferencia no significativa (anélisis

PESO SECO
182

42.5 ng 10%cel,

328

59.0 ng 10%cél,

343

398



TABLA 1V.

AGUA ESPECIE

AS

AM

AS

AM

30

Composicién proximal, en porcentaje del peso seco total, de

Chaetoceros sp. y Nannochloropsis sp., cultivadas en 1.51 de

agua de salinidad reducida (AS) y de agua de mar (AM). A titulo
comparativo, también se dan en esta tabla las composiciones
proximales de los dos tipos de alimento inerte (salvado de trigo
(8T) y salvado de arroz (SA)), usados en los otros ensayos.
En paréntesis: desviacién estandar.

Proteinas Carbohidratos Lipidos
Chaetoceros sp. 35.1(3.4) 19.0(3.7) 9.5(3.4)
Chaetoceros sp. 35.9(4.3) 5.4(0.6) 22.5(2.5)
Nannochloropsis sp. 30.3(4.1) 24.4(3.3) 18.7(5.7)
Nannochloropsis sp. 31.3(4.5) 14.0(3.4) 22.5(1.3)
Alimento inerte
Salvado de trigo 11.4(0.8) 87.401.2) 6.4(0.4)
Salvado de arroz 14,2(1.1) 58.2(2.1) 7.6(0.7)

Cenizas
23.0 (1.7)

23.1 (2.0)
12.4 (0.3)

12.3 (0.3)

6.8 (1.4)

6.4 (0.7)
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II1.3 Cultivo de Artemia franciscana
T11.3.1 Tipos de agua
111.3.1.1. Crecimiento y sobrevivencia

Los cultivos de Artemia en los dos tipos de agua, en condiciones de
penumbra y usando como alimento Chastoceros sp., cultivada en los tipos de
agua respectivos, dieron resultados similares en lo que se refiere a crecimiento
y sobrevivencia, ya gque en ambas condiciones las tallas y los estadios de
madurez no fueron diferentes en ninguno de los dias muestreados. De la
misma manera, los datos de sobrevivencia no muestran diferencias importantes

(tabla V).
111.3.1.2. Produccidén de parejas y progenie

Las primeras parejas se notaron durante el dia 14 para la condicidén
normal y el dia 15 para Artemia cultivada en agua de salinidad reducida.
También se observd que en la condicién normal se formé un mayor niimero
promedio de parejas (122 vs 80) en un lapso menor de tiempo, siete y diez
dias respectivamente. El pico maximo (30 parejas) se alcanzd mas rapidamente
en agua de mar, en la cual ésto se notd después de sélo 6 dias, mientras
que en el segundo tratamiento esta condicién se alcanzd en el noveno dia

(17 parejas) (tabla VI).

Por otra parte, es importante mencionar que en ambos tratamientos la
progenie estuveo representada por gquistes en su totalidad. El conteo de los
quistes producidos durante tres dias por las parejas formadas en los tres

dias contiguos al pico de formacién de parejas, mostrd que los 135 organismos
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mantenidos en un medio de salinidad reducida produjeron un mayor nfimero
total de quistes (1166 vs 1096) y, como ~onsecuencia del menor niimero de
parejas, la produccién de cada hembra fue mayor en esta condicién (8.6 vs

5.5) (tabla VI).

Es importante hacer notar que, en casi todos los aspectos de produccién
mencionados, existe una gran variabilidad entre dias y entre repeticiones,
principalmente en el caso de los cultivos en salinidad reducida, lo que se
constata por los valores de la mediana y de los intervalos de valores de

produccién.
111.3.1.3 Composicién proximal

El andlisis proximal de los organismos adultos (15-17 dias) cultivados
en las dos diferentes condiciones, muestra valores similares en peso seco
(0.15 mg en agua de mar y 0.14 mg en agua de salinidad reducida) y
aproximadamente igual contenido de cenizas. En lo que se refiere a las
fracciones orgénicas, éstas resultaron todas mas altas en agua de mar gque
en agua de salinidad reducida (tabla VII), por lo cual el porcentaje de
sustancia organica explicado con las metodologias wutilizadas resultd
notablemente inferior para los organismos cultivados en agua de salinidad
reducida. Aungue ésto no permite una comparacién entre los datos, es
importante hacer notar que la fraccién mayor de sustancia organica es, en
ambos casos, la de los lipidos, lo cual puede ser importante para comparaciones

con otros tipos de dieta y de condiciones de cultivo,
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TABLA V. Datos de crecimiento y de sobrevivencia de Artemia franciscana
cultivada en agua de salinidad reducida (AS) y en agua de mar
(AM), en condiciones de penumbra, utilizando Chaetoceros sp.
mantenido en los dos medios. En paréntesis: desviacién estandar.
Debido al traslape entre los limites de confianza (alfa=0.05) de
los valores promedio calculados para cada fecha de muestreo,
no se procedié con otras pruebas estadisticas de comparacién

de medias.
EDAD AGUA ESTADIO LONGITUD % SOBREVIVENCIA
(Dias) TOTAL(mm)
5 AS metanauplio 23 (0.1) 80.5 (4.9)
AM metanauplio 2.3 (0.1) 80.7 (2.7)
9 AS adulto 4.7 (0.5) 56.5 (8.4)
AM adulto 4.6 (0.4) 4.4 (5.2)
12 AS adulto 6.0 (0.5) 43,6 (2.1)
AM adulto 6.2 (0.4) 43.6 (2.5)
14 AM adulto 6.4 (0.7) 42,7 (2.5)

15 AS adulto 6.6 (0.3) 42.5 (1.8)
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TABLA VI. Datos de produccién de parejas y de progenie de Artemia
franciscana, cultivada en agua de salinidad reducida (AS) v en
agua de mar (AM), en condiciones de penumbra y utilizando
Chaetoceros sp. como alimento. En paréntesis: desviacién
estandar. En corchetes: niimero total de parejas. En llaves:
minimo y maximo., *: nlimero de dias transcurridos desde la
formacién de la primera pareja. +: mediana.

AGUA PAREJAS MAXIMO PRODUCCION PRODUCCION

TOTALES PAREJAS TOTAL /PAREJA
PROMEDIO
AS 80(23) *10 17(3.0) dia 9 1166[135] 8.6
+78{13-387}
AM 122(17) *7 30(2.6) dia 6 1096[196] 5.5
+87{18-371}

TABLA VII. Composicién proximal, en porcentaje del peso seco total, de
Artemia franciscana (después de la formacién de la primera
pareja), cultivada en agua de salinidad reducida (AS) y en agua
de mar (AM), en condiciones de penumbra, utilizando Chaetoceros
sp. mantenido en los dos medios. En paréntesis: desviacién
estandard.

AGUA  PESO SECO  CENIZAS PROTEINAS  CHO'S LIPIDOS

UNITARIO (mg)
AS 0.14 (0.04) 7.8 (2.0) 11.7(3.4) 7.6(0.9) 26.7(0.3)
AM 0.15 (0.01) 7.0 (1.1) 18.9(4.5) 11.6(1.0) 44.8(2.8)
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I1.3.2 Condiciones de iluminacién
111.3.2.1 Crecimiento y sobrevivencia

Al comparar los resultados de los cultivos de Artemia en condiciones de
luz continua, en un medio de salinidad reducida (12 °/e) y con una dieta de
Chaetoceros sp., con los obtenidos bajo condiciones de penumbra, se observé
que las tallas de los organismos en oscuridad son constidntemente mayores
que las de aquellos cultivados con luz, y gue en general todas estas diferencias
son significativas (tabla VIII). La mAxima talla medida es de 6.6 mm para el
primero y de 6.3 para el segundo, esta tltima lograda en el dia quince. Como
consecuencia, el estado adulto se presentd mas rapidamente en la oscuridad
(dia 9), mientras que con luz continua ésto solamente se alcanzd en el dia

15, en coincidencia con la primera aparicidén del estadio adulto.

Por lo que se refiere a porcentajes de sobrevivencia, éstos casi siempre
fueron mayores, durante los dias muestreados, en los cultivos mantenidos

bajo luz continua, hasta el final del expérimento (tabla VIIT).
I11.3.2.2 Produccién de parejas y progenie

A pesar del desfase en el tiempo necesario para alcanzar el estadio
adulto con los dos tratamientos, el dia de la aparicién de la primera pareja
es el mismo (dia 15). En este caso se observan resultados favorables a la
condicién de luz continua, dado que se lograron 93 parejas promedio contra
las 80 de penumbra, pero en la mitad de tiempo (5 dias); ademis, el pico
maximo de formacién de parejas (28) se ohservd en el segundn dia (tabla

IX).
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Los datos de produccién de progenie son dificiles de comparar, ya que
en oscuridad los organismos producen solamente quistes, mientras gque con
la otra condicién se obtienen Unicamente nauplins, Sin embargo, se ohserva
que en un lapso de tres dias (72 horas) las 190 parejas tuvieron una
produccién total de 5732 nauplios y de 30.1 por pareja, en comparacién con

los 8.6 quistes por pareja obtenidos en la oscuridad (tabla IX).

177.3.2.3 Composicién proximal

E]l andlisis proximal de los adultos mostré que su composicién es
aproximadamente la misma para amhos tratamientos: en general, el contenido
de lipidos representd la mayor proporcién de la materia explicada,
aproximadamente un 27%, y los carbohidratos la menor con un 6%. Comparando
los datos obtenidos en las dos condiciones experimentales, los lipidos resultaron
ser el 26.7 y el 29.3%, los carbohidratos el 7.6 y el 4,1% y las proteinas el
11.7 y de 15.1%, para la oscuridad y luz continua, respectivamente. El peso
seco unitario y el contenido de cenizas presentaron valores muy similares

(Tabla X).
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TABLA VIII. Datos de crecimiento y de sobrevivencia de Artemia franciscana
cultivada en agua de salinidad reducida, en penumbra (P) y
con luz continua (LC), utilizando Chaetoceros sp. como alimento.
En paréntesis: desviacién estandar. S o N.S: diferencia
significativa o no significativa (anllisis de varianza de una
via, alfa = 0.05).

EDAD LUZ ESTADIO LONGITUD % SOBREVIVENCIA
(Dias) TOTAL(mm)
5 P metanauplio 2.3 (0.1) 80.5 (4.9)
LC metanauplio 1.4 (0.1)s 80.3 (6.2)
9 P adulto 4.7 (0.5) 56.5 (8.4)
LC metanauplio 3.0 (0.3)s 70.5 (6.4)
12 P adulto 6.0 (0.5) 43.6 (2.1)
LC Juvenil 4.7 (0.3)s 66.0 (6.8)
15 P adulto 6.6 (0.3) 42.5 (1.8)
LC adulto 6.3 (0.6)N.S 56.4 (2.9)
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TABLA IX. Datos de produccién de parejas y de progenie de Artemia

AGUA

LC

TABLA X.

LUZ

franciscana, cultivada en agua de salinidad reducida, en
penumbra (P) y con luz continua (LC), utilizando Chaetoceros
sp. como alimento. La produccién se representa con el valor
dela mediana. En paréntesis: desviacidén estandar. En corchetes:
nimero total de parejas. En laves: minimo y maximo. *: nlimero
de dias transcurridos desde la aparicién de la primera pareja.
+: mediana, Produccién en: quistes (Q) o nauplios (M),

PAREJAS MAXTIMO PRODUCCION PRODUCCION
TOTALES PAREJAS TOTAL /PAREJA
PROMEDIO

80(23) *10 17(3.0) dia 9 1166[135]1Q 8.6

+78{13-387)

93(13) * 5 28(4.1) dia 2 5732(1901N 30.1

+72{199-887}

Composicién proximal, en porcentaje del peso seco total, de
Artemia franciscana (después de la formacién de la primera
pareja) cultivada en agua de salinidad reducida en penumbra
(P) y luz continua (L.C), utilizando Chaetoceros sp. como alimento,
En paréntesis: desviacién estandar.

PESO SECO CENIZAS PROTEINAS CHO'S LIPIDOS

UNITARIO (mg)

LC

0.14 (0.04) 7.8 (2.0) 11.7(3.4) 7.6(0.9) 26.7(0.3)

©.17 (0.05) 8.5 (1.7) 15.1(2.8) 4,1(1.3) 29,3(2.1)



39

111.3.3 Dietas de microalgas y alimento inerte

Los resultados descritos comprobaron la factibilidad de cultivar Artemia
en un medio de salinidad reducida y demostraron que un régimen de luz
continua es preferible para obtener una alta produccién de nauplios.
Seguidamente, se procedid a ensayar la utilizacién de la segunda especie de
microalga que puede ser cultivada en un medio de salinidad reducida

(Nannochloropsis sp.) asi como el uso del salvado de trigo, que inicialmente

se habia contemplado como dieta Ginica o como base para la formulacién de
dietas mixtas.
I17.3.3.1. Crecimiento y sobrevivencia

Los resultados obtenidos utilizando Nannochloropsis sp. como fuente de

alimento mostraron que con esta microalga el crecimiento tiende a ser mas
lento que con Chaetoceros sp.. En todos los dias muestreados las tallas
resultaron significativamente inferiores (tabla XI). Ademis, se pudo observar
que el fie.mpo en que se alcanzan los diferentes estadios de desarrollo es
diferente, ya que con esta dieta los organismos ailin se encontraban en las
fases de metanauplio y juvenil para los dias 12 y 15, cuando los cultivados

con Chaetoceros sp. eran juveniles v adultos, respectivamente,

-

Sin embargo, aunque con un crecimiento més lento, estos organismos
lograron alcanzar el estado adulto, en dos dias mas que el control. Ademas,
con esta dieta el porcentaje de sobrevivencia fue mayor, de 68.5 contra

56.4%.
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En el caso del salvado de trigo, los resultados fueron negativos: el
crecimiento y el desarrollo fueron lentos con tallas que no sobrepasaron dos
milimetros de longitud en 9 dias y con organismos todavia en el estadio de
metanauplio. Ademés, el porcentaje de sobrevivencia entre los dias de
muestreo 9 y 12 resulté menor del 10%, por lo que se decidié descontinuar

el experimento con esta dieta,
111.3.3.2. Produccién de parejas y progenie

Como se menciond, con Nannochloropsis sp. el tiempo de formacién de

la primera pareja es de dos dias més largo que con la dieta de comparacién
(17 dias). Ademas, con esta dieta se produjeron en promedio sélo 14 parejas
en un lapso de 7 dias, alcanzé&ndose el nlimero maximo el Gltimo dia, con 7
parejas. También hair que mencionar que en algunos dias no se notaron
muevos organismos en apareamiento y que hubo un grado elevado de

discontinuidad y de variabilidad entre las repeticiones (tabla XII).

En un lapso de tres dias las 34 parejas produjeron una cantidad total
de 757 nauplios, que representa una produccién de 22 nauplios por pareja,
la cual esta sélo un poco alejada de los valores ohtenidos con la dieta control

(tabla XII).
111.3.3.3. Composicién proximal

El andlisis proximal de estos organismos mostrd que la dieta de

Nannochloropsis sp. da como resultado una composicién similar a los anteriores

ensayos con Chaetoceros sp. Los lipidos, 1a fraccién de mayor importancia,
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representan el 22.5% de la materia total explicada, y los carhohidratos sélo
el 8,1%. Los valores de peso seco, de contenido de cenizas y de proteinas

son similares a los obtenidos con la dieta control (tabla XIIT).



TABLA XI.

EDAD
(Dias)

5

12

15

17
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Datos de crecimiento y de sobrevivencia de Artemia franciscana
cultivada en agua de salinidad reducida, iluminacién continua
y utilizando Chaetoceros sp.(CH), Nannochloropsis sp.(NN) y
salvado de trigo (ST), como alimento. En paréntesis: desviacién
estdndar. a,b,c: diferencia significativa (anélisis de varianza
de una via y prueba a posteriori de Tukey. alfa = 0.05)
DIETA ESTADIO LONGITUD % SOBREVIVENCIA
TOTAL(mm)

CH metanauplio 1.4 (0.1)a 80.3 (6.2)

NN metanauplio 1.1 (0.8)b 94.7 (0.5)

ST metanauplio 1.1 (0.1)b 68.3 (10.5)

CH metanauplio 3.0 (0.3)a 70.5 (6.4)

NN metanauplio 2.4 (0.1)b 88.1 (0.5)

ST metanauplio 1.2 (0.1)c 34.2 (7.4)

CH Juvenil 4.7 (0.3)a 66.0 (6.8)

NN metanauplio 4.2 (0.3)b 70.8 (0.2)

CH adulto 6.3 (0.6)a 56.4 (2.9)

NN juvenil 5.1 (0.9)b 68.5 (0.8)

NN adulto 5.7 (1.3) 68.2 (1.2)
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TABLA XII. Datos de produccién de parejas y de progenie de Artemia
franciscana, cultivada en agua de salinidad reducida, con luz
continua y utilizando Chaetoceros sp.(CH) y Nannochloropsis
sp.(NN), como alimento, En paréntesis: desviacién estandar. En
corchetes: niimero total de parejas., En llaves: minimo y mAximo,
*: niimero de dias transcurridos desde la formacién de la primera
pareja. +: mediana.

DIETA  PAREJAS MAXIMA  PRODUCCION PRODUCCION
TOTALES FORMACION TOTAL /PRREJA
PROMEDIO

NN 14(02) *7 7(1.0) dia 7 7577034] 22.0
+54{0-200}
CH 93(13) *5 28(4.1) dia 2 5732[190] 30.1

+72{199-887}

TABLA XITI. Composicién proximal, en porcentaje del peso seco total, de
Artemia franciscana cultivada en agua de salinidad reducida,
con luz continua y utilizando Chaetoceros sp.(CH) vy
Nannochloropsis sp.(NN) camo alimento, después de la formacién
de la primera pareja. En paréntesis: desviacién estandar.

DIETA PESO SECO CENIZAS PROTEINAS CHO'S LIPIDOS
UNITARIO (mg)

NN 0.11 (0.07) 9,7 (1.1) 14.2(2.1) 8.1(2.2) 22.5(1.3)

CH 0.17 (0.05) 8.5 (1.7) 15.1(2.8) 4.1(1.3) 29.3(2.1)
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I11.3.4. Dietas mixtas y ensayo con salvado de arrogz
111.3.4.1 Crecimiento y sobrevivencia

Los resultados obtenidos utilizando como alimento mezclas del 70% de
salvado de trigo enriquecido con el 30% en peso de Chaetoceros sp. o de
Nannochloropsis sp. mostraron gque el crecimiento de Artemia con estas dietas
es muy inferior al obhtenido con las mismas microalgas usadas como alimento
Ginico. El desarrollo de Artemia alimentada con las dietas mixtas fue muy
lento y en amhos casos, a los doce dias, los organismos no superaron el
estadio de metanauplio, ni los dos milimetros de longitud total. Ademés, para
esa fecha la sobrevivencia con la primera dieta fue de 35.5% y de 26,2% con
la segunda. Debido a estos resultados, se detuvo la alimentacién con dietas
mixtas. En esta fecha, los datos de crecimiento de los organismos alimentados
con salvado de arroz resultaron ligeramente superiores, aungue con una
sobrevivencia inferior (tahla XIV). Por este motivo, se decidid aumentar la
racién de alimento hasta 0.2 gramos org.! dia}, lo cual resulté en un huen
incremento en tamafio en solo dos dias. La longitud total alcanzada en 17
dias fue de mAs de 3 milimetros (tabla XIV), aunque no se observaron
organismos juveniles. A pesar de ésto y del porcentaje de sobrevivencia,
que resultd inferior al 20% de la poblacién original, se decidié utilizar este
alimento, solo o enrigquecido con Chaetoceros sp. fresco en un porcentaje
equivalente (en peso orgénico) al 20% de la dieta, para el siguiente ensayo

a mayor escala,.



TABLA XIV.

ED
(Dias)

12

15

17

45

Datos de crecimiento y de sobrevivencia de Artemia franciscana
cultivada en agua de salinidad reducida, con iluminacién
continua y utilizando salvado de arroz (SA) y las dietas mixtas,
salvadae de trigo/Chaetoceros sp.(ST/CH) y salvado de
trigo/Nannochloropsis sp.(ST/NN) en proporciones de 70 y 30%
de peso organico. En paréntesis: desviacién estandar., *:
incremento de alimento a 0.2 mg org.”! dial.

DIETA ESTADIO LONGITUD % SOBREVIVENCIA

TOTAL(mm)

SA metanauplio 1.0 (0.1) 53.4 (3.3)

ST/CH  metanauplio 1.1 (0.1) 84,7 (6.2)

ST/NN  metanauplio 13 ) 63.1 (16.8)

SA metanauplio 1.4 (0.2) 35.5 (4.5)

ST/CH metanauplio 1.7 (0.08) 53.1 (3.1)

ST/NN  metanauplio 1.2 (0.1) 43.4 (7.0)

*SA metanauplio 2.3 (0.4) 19.4 (0.5)

ST/CH metanauplio 1.8 (0.2) 35.5 (3.7)

ST/NN  metanauplio 1.3 (0.1) 26.2 (5.2)

*SA metanauplio 2.9 (0.4) 19.0 (1.2)

*SA metanauplio 3.1 (0.3) 18.8 (1.0)
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117.3.5. Cultivo Semimasivo
111.3.5.1 Crecimiento y sobrevivencia

Este experimento durdé un total de 21 dias y se dié por terminado
después de este periodo, durante el cual no se notaron importantes fenémenos
de mortandad que pudieran de alguna forma estar relacionados con la menor
frecuencia de cambios de agua, aunque al final del experimento se noté que
el fondo de los dos estanques tenia una gran cantidad de sustancia orgénica
(residuos de salvado y heces) y abundante crecimiento bacteriano. Como se
relata a continuacién, los resultados de este ensayo fueron sélo parcialmente
satisfactorios va que no se ohtuvo apareamiento, ni produccién de progenie.
Por lo que se refiere a crecimiento, los organismos alimentados con la dieta
mixta lograron longitudes significativamente rhayores en cada uno de los dias
muestreados. Esta diferencia fue muy notoria a partir del dia 12 y hasta
el final del experimento, cuando las longitudes totales fueron de 7.03 mm vs
3.87 mm (tabla XV), Ademas, con la dieta mixta se logré alcanzar los estadios
juvenil y adulto en los dias 15 y 19 respectivamente, mientras que en esas
fechas los organismos alimentados con la dieta inica sdlo se encontraban en
las etapas de metanauplio y de juvenil. Comparando estos resultados con
los obtenidos en cultivos de menor volumen (1 litro) y utilizando Chaetoceros
sp. como alimento Unico, se obhserva que el estadio adulto aparece cuatro
dias més tarde con la dieta mixta y que los tamafios logrados en el quinceavo

dia, son significativamente menores (5.5 mm vs 6.3 mm).
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I11.3.5.2. Produccién de parejas

Como se menciond, aunque los organismos que recibhieron la dieta mixta
alcanzaron la madurez (estadio adulto), hasta o] dia 21, cuando se dié por
terminado el experimento, no se observd la formacién de parejas aunque

algunos de los machos mostraban indicios de estar en el proceso de acoplarse.

111.3.5.3. Composicién proximal

El anélisis bioquimico de los organismos de los dos tratamientos indicé
que los organismos alimentados con la dieta mixta tienen un peso unitario
superior al que se obtiene con sdélo salvado de arroz. El componente de
mayor proporcién, en ambos casos, son los carbohidratos, los cuales explican
el 48,1 y 37.1% de la materialseca de Artemia alimentada con salvado de arroz
y con la dieta mixta, respectivamente. Los lipidos representan el 25.2 y el
16.45%, siendo el mayor porcentaje el que se obtuvo con la dieta f(nica,
mientras que en caso de contenido de cenizas (16.3 vs 17.3) y de proteinas

(17.3 vs 17.4) los valores son similares para ambas dietas (tabla XVI).



TABLA XV.

EDAD
(Dias)

12

15

19

Datos de crecimiento y de sobrevivencia de Artemia franciscana
cultivada a un nivel de 300 1, en agua de salinidad reducida,
con iluminacién continua, y utilizando salvado de arroz (0.2 mg
org.”l dial) (SA) solo o complementade con Chaetoceros
sp.(SA/CH), en un 20% de su peso orginico., En paréntesis:
desviacién estandar. 8: diferencia significativa (anélisis de
varianza de una via, alfa = 0.05).

DIETA ESTADIO LONGITUD % SOBREVIVENCIA

TOTAL(mm)

SA metanauplio 1.3 (0.07) 80

SA/CH metanauplio 1.7 (0.08)s 100
SA metanauplio 2.2 (0.30) 60

SA/CH metanauplio 2.8 (0.40)s 80
SA metanauplio 2.6 (0.50) 39

SA/CH metanauplio 3.5 (0.50)s 63
SA metanauplio 3.4 (0.50) 28

SA/CH Jjuvenil 5.5 (0.50) 50
SA juvenil 3.8 (0.80) 26

SA/CH adulto 7.0 (0.60) 47

48
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TABLA XVI. Composicién proximal, en porcentaje del peso seco, de Artemia
franciscana, cultivada a un nivel de 300 1 en agua de salinidad
reducida, con luz continua y utilizando salvado de arroz (0.2
mg/org./dia) (SA) solo o complementado con Chaetoceros
sp.(SA/CH), en un 20% de su peso organico. En paréntesis:
desviacién estandar.

DIETA PESO SECO CENIZAS PROTEINAS CHO'S LIPIDOS
UNITARIO (mg)
SA 0.2 (0.0) 16.3(1.0) 17.3(0.9) 48.1(6.6) 25.2(2.8)

SA/CH 0.4 (0.1) 17.3(1.2) 17.4(2.9) 37.1(3.6) 16.4(1.3)
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IV. DISCUSION
V.1l Cultivo de microalgas

Muchas especies de microalgas tienen una gran capacidad de adaptarse
a diferentes condiciones ambientales, modificando algunos de sus procesos
fisiolégicos (Jorgensen y Nielsen, 1965). Tales modificaciones pueden, en

algunos casos, influir en el crecimiento y/o en la composicién de la microalga.

Las dos especies de agua dulce v dos de las de agua de mar cultivadas
en salinidad de 12 °/w mostraron una tasa de crecimiento exponencial similar
a la de aquellas mantenidas en condiciones normales de salinidad. Sin
embargo, existen diferencias significativas en la producecién de biomasa para
todas ellas, Esto sugiere que las microalgas se adaptaron al estrés osmético,
ya que mantuvieron un mismo tiempo de duplicacién inicial, pero que por su
efecto, alounos factores se volvieron limitantes mas rapidamente, Richmond
(1986) menciona gque las microalgas presentan una amplia tolerancia a .las
variaciones en salinidad, algunas especies dentro de un intervale limitado

de valores, como parece ser el caso de Phaeodactylum tricornutum, y otras

con un espectro mas amplio. Ademas, sus respuestas son variadas, ya que
la microalga puede producir varios compuestos para contrarrestar el estrés
osmético, como glicerol y carotenos (Dunaliella sp.), prolina y sacarosa
(Chlorella sp.) o aumentar la concentracién de algunos iones como por ejemplo
el potasio, para evitar la pérdida de agua en condiciones de alta salinidad

(Dunaliella sp.). Este no es el (inico efecto de una condicién de salinidad
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anémala sobre la célula, sino que pueden existir efectos indirectos sobre el
proceso de la divisién celular, que se veria afectada debido a una disminucién
en la sintesis de acidos nucléicos (Richmond, 1986), en la fotosintesis y en
la fijacién de nitrégeno (Guillard, 1972; Soeder y Stengel, 1974; Richmond,
1986). En caso de un estrés osmético producidoe por el decremento de la
salinidad, las células tendrian que activar mecanismos que le permitan eliminar
agua, que también implican un gasto de energia, Esto significa producir o
movilizar rédpidamente compuestos que la provean, que son en general las

sustancias de reserva.

Bajo estrés osmético, algunas microalgas reducen inicialmente su actividad
fotosintética, que posteriormente se incrementa al igual que la respiracién
para proporcionar la energia necesaria para el movimiento activo de iones
y la produccién de los compuestos equilibrantes (Richmond, 1986). Por lo
tanto, es posible que con el aumento de la biomasa los efectos de sombreado
y de disminucién de nutrientes se hagan méas evid,entes, afectando la

produccién de energia y por consiguiente el crecimiento de la microalga.

Esta pudiera ser la explicacién de la menor densidad de los cultivos en
agua salobre que se ohservéd con los cultivos terminales. A un volumen de
un litro y bajo un sistema semicontinuo de cultive estas diferencias no fueron
significativas, lo que significaria que al existir renovacién de medio y
disminucidén periddica de la biomasa las dos algas seleccionadas mantuvieron
su crecimiento casi exponencial, BAdemAs, los analisis biogquimicos de

Chaetoceros sp. v Nannochlorapsis sp., revelaron que existen diferencias en

la concentracién de carbohidratos, que fue mayor en las microalgas mantenidas
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en salinidad reducida. Por lo tanto, es posible que la manera de enfrentar
el estrés osmético sea a través de la producridn de aziicares para generar
la energia necesaria para mantener el equilibrio y propiciar la retencién de
iones y el flujo de agua hacia el exterior, como se menciond anteriormente,
para mantener un medio celular interno hiperosmético. La menor cantidad
de los lipidos, que son los mayores compuestos de reserva para la mayoria
de las microalgas, indicaria una desviacién de las rutas metabdlicas hacia la
formacién de compuestos que proporcionen energia mas rapidamente, mientras

que la concentracién de proteinas no se ve afectada.

Por lo tanto, aunque estas microalgas pueden ser cultivadas en salinidades
de 12 °/y, se ohtiene una menor produccién de hiomasa y ademas esta tiene
una composicién bioquimica diferente, principalmente alta en carhohidratos.
Esta diferencia puede tener un efecto importante, en dependencia de las

necesidades alimenticias del organismo que se pretende alimentar.
IV.2 Cultivo de Artemia
IV.2.1 Tipos de agua

Los trabajos realizados sobre la fisiologia y el cultivo de Artemia y sus
relaciones con los factores amhientales salinidad, temperatura y dieta, han
dado como resultado un gran numero de respuestas, en algunos casos
contradictorias (Clegg v Conte, 1980: Dobbeleir et al., 1980; Tackaert, 1987).
Tales variaciones se han explicado en base a diferencias genéticas que
permiten la sobrevivencia de la especie en amhientes diferentes v cambiantes

(Tackaert, 1987). Este fenémeno también habria sido influido por el aislamiento
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geografico de las poblaciones de Artemia y el escaso cruzamiento entre ellas,
que tendria como resultado un pool genético mas limitado, TLos factores
ecolégicos para los cuales se ha resaltado la falta de uniformidad de respuesta
son, entre otros, la salinidad, la composicién iénica del medio, la temperatura
y el tipo de dieta (Gilchrist, 1954; Dutrieu, 1960; Takano, 1967; Dobheleir et

al., 1980; Royan, 1980; Tackaert, 1987; Correa-Sandoval, 1991),

Los resultados de este trabajo muestran un efecto de la luz y de la
dieta, pero no de la salinidad, va gue el crecimiento, el desarrollo y la

sobrevivencia del organismo no se vieron afectados por este factor.

Algunas autores reportan que, a pesar de gque existe un transporte
activo de iones, el consumo de oxigeno y el gasto de energia dedicado a
mantener e] equilibrio iénico =ntre el medio externo e interno no son muy
diferentes (Gilchrist, 1954; Croghan, 1958; Clegg y Conte, 1980). Por lo tanto,
se puede suponer que el incremento del costo energético de manutencidn
sea poco importante, ya que permite un crecimisnto normal, lo cual fue

corroborado por los resultados obhtenidos en este trahajo.

Sin embargo, la actividad reproductiva se vidé afectada. Augque dentro
de los intervalos reportados para estas mismas especie y dietas (Arriaga-Haro,
1993; Correa-Reyes, 1993; Paniagua-Chéavez, 1993), la formacién de la primera
paraja tuvo lugar con un dia de diferencia. Ademds, 1a produccién de parejas
y de progenie presenta algunas disimilitudes, En el caso de salinidad
redusida, el niimero total de parejas representa =4lo el 60% del total de la

condicidén testign; ademas, el niimern marimo de paredjas formadas en un dia
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se alcanzé tres dias mAs tarde que en la condicién de salinidad normal y
nuevamente fue aproximadamente un 40% menor. Por otro lado, en amhos
casos la progenie fue representada por guistes, probabhlemente como resultade
del estrés dehido a las condiciones de iluminacién (>12 horas de oscuridad:
Berthélémy-0Okazaki y Hedgecock, 1987). En este caso la produccién individual
fue mayor en el medio de salinidad reducida, que pudiera ser explicado por
la condicién de estrés osmdético adicional, ya gue hay que recordar que este
organismo utiliza este sistema de reproduccién en condiciones adversas, con
el fin de preservar la especie (Royan, 1980; Balasundaram y Kumaraguru,

1987; Tackaert, 1987).

También se encontraron diferencias en la composicién bioquimica del
organismo. Las concentraciones de las tres fracciones organicas resultaron
menores en Artemia mantenida en un medio de salinidad reducida, aunque
en ambos casos las proporciones de proteinas (11.7 vs 18.9), de carhohidratos
(7.6 vs 11.6%) y de lipidos (26.7 vs 44.8%) presentan valores que estin dentro
de los intervalos obtenidos en otros trabajos reslizados en este lahoratorio
en salinidades de 35 °/y (Arriaga- Harn, 1993: Paniagua-Chaivez 1993), Es
probable que las diferencias entre las dos diferentes salinidades no sean
explicadas sélo en funcién de un efecto de salinidad vy se deban tambhién a
la calidad del alimento ingerido (Johnson, 1980; Correa-Reyes, 1993;
Paniagua-Chavez, 1993), ya que la composicién de Chaetoceros sp. cultivado
en las dos condiciones respectivas refleja, en parte por lo menos, la del
organismo. Los valores de proteinas estin muy por dehajo de lo que se

reporta generalmente en la literatura, que es >40% (Leger et al., 1986 y 1987:
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Suresh et al., 1987; Yashirn, 1987), Por otra lado, trabajos realizadas mas
recientemente en este laboratorio utilizando Chaetoceros sp. como alimento
vivo han obtenido para Artemia valores >40% de concentracién de proteinas
(Cordero-Esquivel, com. pers.), en comparacién con los inferiores al 20% ya
mencionados. Pensamos que esta diferencia se deha sobhre todo al hecho que
en el trabajo mas reciente los andlisis se llevaron a cabo con muestras
frescas, mientras que anteriormente éstas se preservaban por congelacién
(como en el caso del presente trabajo). Esto pudo haber causado la ruptura
de células y la pérdida de parte de las fracciones hidrosolubles., Esto seria
el motivo de que el total de 1a materia organica explicado no corresponda al
100%, siendo en el caso de la condicién de salinidad reducida sélo el 53% y

el 83% para la condicién contral,

Una consideracién importante es la diferencia del contenido de lipidos,
gue por su falta de solubilidad en agua puede considerarse invariado con
respecto al valor original, Los lipidos constituyen la reserva principal de
los crustacens plantdnicos, v sirven como fuente de energia, como portadores
de Acidos grasos esenciales y como elemento de ayuda que proporciona
flotahilidad al organismo (Teramoto y Kinoshita, 1961; Dobbeleir et al., 1980;
Johnson, 1980; Douillet, 1987). Por é&sto, su menor concentracién relativa
pudiera servir como una prueba mas gue la salinidad reducida constituye

un factor de estrés y explicaria las diferencias ya mencionadas acerca de

los parametros de evaluacién de la actividad reproductiva de Artemia.
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En general, podemos decir que el finico aspecto sohre el cual podria
tener efecto la salinidad es la produccién de progenie, pero que a pesar de
ésto eg factible llevar a caha 2] cultivo de Artemia en condiciones de salinidad

reducida,
1V.2.2 Condiciones de iluminacién

En condiciones de penumhra la salinidad no tuve efectos drasticos sobre
el desarrollo de Artemia. Castro v Gallardo (1985) sugieren gque este organismo
mantenido en condiciones de oscuridad total presenta un tiempo de crecimiento
y de maduracién menor que bhajo luz continua. Tal aseveracién surge de la
observacién de que este crustdceo, por tener un fototactismo positivo,
disminuye su actividad de movimiento, decreciendo de esta manera el gasto
enefgético dedicado a esta funcién. Por consiguiente, una mayvor cantidad

de energia queda disponible para el crecimiento.

Nuestros resultados mostraron que efectivamente existe una diferencia
significativa. Al término de 15 dias los valores promedio de longitud total
fueron de 6.6 v 6,3 mm para la condicidn en penumhra ¥ en luz ~ontinua
respectivamente, v para cada dia muestresadn la longitud fue superior en la
primera condicién, AdemAs, =]l estada adulto tamhién se presentd en un

tiempo mas corto (9 vs 15 dias).

Sin embargo, 1a sohrevivencia fue mayor en 2] cultive badio luz continua
y la formacién de la primera pareija se presenté en ambos casos después del
mismo nimero de dias (15), demostrando que aungue el estado adulto se

alcanza mas rapidamente en la penumbra, los organismos neo alcanzan con
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igual rapidez la madurez sexual. posiblemente como resultado de un metabolismo

reproduccién (Tackaert, 1987).

A pesar de que la formacién de la primera pareja se logrd el mismo dia,
el pico maximo de formacién de parejas se alcanzé mas rapidamente bhajo
condiciones de luz continua. Ademés el nimero total de parejas fue mayor
en la primera condicién, gque indica que el proporcionar luz continua crea
una condicién mas propicia para la maduracién sexual y para que el organismo
se reproduzca ovoviviparamente, mientras que las condiciones de oscuridad
son aparentemente estresantes, ya que causan la produccién de quistes.
Esto coincide con los resultados de Rerthélémy-Okazaki y Hedgecack (1987)
quienes investigaron sohre el efects unitario v mezclado de factores
estresantes como salinidad, temperatura y fotoperioda en la produccién de
quistes por Artemia y encontraron que cada uno de ellos actia
independientemente, que no hay un efecto sinergistice y gue el fotoperiodo

(més de 12 horas de oscuridad) es uno de los mis importantes.

En cuanto al efecto de la presencia o ausencia de luz por lo gque refiere
ala produccidn de progenie, no parece correcto comparar guistes con nauplios,
por lo gue nos limitamos a constatar que la produccién de nauplios por
pareja estd en el intervalo de valores obtenidos en este laboratorio en
condiciones similares de iluminacién, pero en agua de mar completa (30-35
°/e0) ¥ con diferentes dietas vivas (Arriaga-Haro, 1993; Correa-Reyes, 1993),
lo que indicaria que el organismo encuentra las condiciones necesarias para

su desarrolln,



Los resultados de los andlisis hioguimicos indican que las composiciones
son similares en ambas condiciones: los lipidos presentan la mayor
concentracién (26.7 y 29.3%), ligeramente superior para luz continua y se
encuentran, al igual que los carhohidratos, dentro de los intervalos de valores
reportados en la lteratura (lLéger et al.,, 1986, 1987). Nuevamente la
concentracidn de proteinas es baja (11.7%, penumbra y 15.1%, luz continua).
Dada la similitud de valores se puede decir gue la condicién de presencia
o ausencia de luz no tiene un efecto schre la composicién bioguimica del

organismo,
IV.2.3. Dietas de microalgas y alimento inerte

A partir de los resultadoz de crecimiento y de sobrevivencia se puede
determinar el efecto de las dietas sobre el cultivo de Artemia, De los alimentos
vivos e inertes y de sus mezclas, los inicos que funcionaron eficazmente
fueron los dos tipos de microalgas vivas, lo cual apoya la conclusién de

varios autores de que el alimento vivo sigue siendo el que ofrece resultados

mejores y mas confiables (Takano, 1967; D'Agostino, 1980; Johnson, 1980),

Los organismos alimentados con microalgas frescas fueron los {nicos
que alcanzaron el estado adulto (15 v 17 disas para Chaetoceros sp., v para

Nannochloropsis sp., respectivamente), formaron parejas y produjeron

progenie, Estos simples resultados son suficientes para decir gue la medjor

dieta para Artemia franciscana cultivada en condiciones de salinidad reducida

son las microalgas. Sin embargo, estas dos distas presentaron diferencias

significativas en la longitud total lograda hasta el Adia 15, gque fue mayor
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con Chaetoceros sp.. AdemAs, cuando los organismos alimentados con la
primera microalga habian alcanzada el estadin adulto, con la segunda afln
eran juvenilas, El importante efecto del tipo de alimento sobre las velocidades
de desarrollo y de crecimiento, resulté en un retraso del tiempo de maduracién
en coincidencia con varios datos de la literatura (D'Agostino, 1980;
Balasandaram y Kumaraguru, 1987), Ademds, se menciona que dado que
Artemia es un filtrador continuo y no selectivo, una gran cantidad de
particulas en el medio causan gue su tracto digestivo se llene rapidamente
y que el alimento tenga que ser desechado con igual rapidez. El menor
tiempo de retencién afecta la eficiencia de la asimilacién, que resulta menor

en estas condiciones. Nannochloropsis sp. es una microalga muy pequefia,

por lo cual tuve que =zer proporcionada en concentraciones muy altas. Esto
pudiera. haber originado wuna menor asimilacién del alimento v, como
consecuencia, un lento crecimientn. Aunado a ésto, no se puede descartar
que la pared celular de esta microalga sea dificil de digerir, disminuyvendo

de esta forma la posibilidad de su completa utilizacién,

Otra de las diferencias entre los dos alimentoz vivos, es el momento de
la formacién de la primera pareia que se did dos dias mas tarde con
Nannochloropsis sp., lo cual #s nuevamsnte un reflejo de un crecimiento y
desarrollo mas lentos, explicado por las razones anteriormente mencionadas.
De la misma forma el dia de maxima formacién de parejas se alcanzd cinco
dias més tarde y el nGmero de parejas fue de sélo 7 contra 28 de la otra
microalga. Este evento es probablemente el reflejo de una heterogeneidad

de tallas v de estadios en los cultivos alimentados con Nannochloropsis sp.,

-
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que provacaria la repentina aparicidn de parejas v en otros casos la falta
de ellas, FEsta heterogeneidad puede deherse a que cada organismo reacciond
en forma diferente al alimento, va que los quistes comerciales pueden proceder,
ain en el mismo lote, de poblaciones con origenes geograficos y por
consecuencia con caracteristicas hioldgicas diferentes. Ademas, aungque la
composicién de esta microalga presenta concentraciones de las tres clases
principales de componentes bioguimicos similares a las del alimento testigo,
las dietas pudieran tener amincdcidos o Acidos grasos diferentes, lo cual
podria influir sobre la calidad de 1a dieta, en dependencia de las exigencias
alimenticias individuales. Como consecuencia de las diferencias en maduracién
y apareamiento, la produccién total conseguida con el alimento de control

fue casi seis veces mavor y fue lograda en casi la mitad del tiempo.

Los organismos alimentados con salvado de trigon presentaron wuna
mortandad casi total después del dia nueve de cultivo, hasta el cual sdlo
lograron alcanzar una talla de 1.2 mm. Algunos autores (D'Agostino, 1980;
Dobbeleir et al., 1980; Douillet, 1987) reportan pobres resultados en crecimiento
con esta dieta, que atribuyen a un exceso de carbohidratos y a la falta de

icidos grasos y aminodcidos esenciales,

En el caso del salvado de arroz nuestros resultados no parecen concordar
con la literatura, dado gue éste es usado an varias partes del mundo y se
reporta que las organismos alimentados con &l se reproducen y presentan
una alta sobrevivencia (Jahnig, 1977: Daunillet, 1987: Vieira, 1987; Yashiro,
1987), La mAxima talls alcanzada con ests dista en este trabaje fue de 3.1

mom en 17 dias de cultivo v el porcentaje de sobrevivendaia fue da solo 18%,



61

Es necesario de todas formas mencionar que los autores mencionados reportan
tallas mavores v logro de actividad repraductiva, pero en tiempns dea cultivo
gque llegan a sobrepasar los 20 dias (Johnson, 1980; Balasandaram vy
Kumaraguru, 1987), Para nuestro caso, se decidid gque 20 dias era el limite
maximo, después del cual los costos de produccién podrian velverse de;nasiado
altos, por lo que nos parecié preferible trabajar con los alimentos que
produjeran mayor bhiomasa y lograran obtener progenie en un tiempeo menor,
Por otro lado, la discrepancia sobre el valor de esta dieta reportade en
literatura y los obtenidos en nuestro trabajo pueden ser debidos al origen
del salvado de trigo, que en general se utiliza como producto secundario de
la actividad agricola, mientras que en nuestro caso éste se aobhtuvo de un
fuente que comercializa alimentos naturistas. $u anAalisis hinquimico marca,
como en el caso del salvado de arroz, bajas concentraciones de proteinas y

de lipidos, que probahlemante fueron limitantes en el desarrollo de Artemia

1V.2.4 Dietas mixtas

El uso de la mezcla de alimento vive rico en proteinas v, en vista de
los resultados pasitivos sobre el crecimiento v 1a reproduccién de Artemia,
probablemente con suficientes cantidades de aminodcidos vy Acidos grasos
egenciales, con el alimento inerte rico en carbohidratos, no fue suficiente
para satisfacer las necesidades nutritivas de este crusticeo. Los organismos
alimentados con la combinacién de szalvado de trigo adicionado con las dos

microalgas no lograron tallas mavores de 2 mm en un tiempo de 12 dias y

tuvieron una mortandad de mas del 80% en menos de 15 dias de cultivo.
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Esto demuestra que el porcentaie de alimento vivo del 30% no es suficiente

para proporcionar, en cantidad v/o en calidad. algunos de los factores
dietéticos importantes para el organismo, El usa de dietas mixtas compuestas
por productos de desecho, enriquecidos con microalgas o con bacterias o
levaduras ha dado generalmente huenos resultados (Teramoto y Kinoshita,
1961; D'Agostino, 1980; Basil et al., 1987; Lavens et al,, 1987). Se menciona
que no todas las microalgas funcionan de igual manera como complemento,
probablemente en dependencia de susz caracteristicas quimicas, estructurales
y morfoldgicas (Takano. 1967: D'Agostino, 1980), lo cual queds comprobado

con este estudio,
1V.2.5 Cultivo semimasivo

Inicialmente el salvado de trigo era la dieta inerte de eleccién por su
bajo costo y su accesibilidad en la reqgidén pero, a raiz de los resultados
negativos obtenidos, se decidié sustituirlo con salvado de arroz, que, como
se menciond, se considera un buen alimento para Artemia. Por lo anterior
se decidié utilizarlo para los cultivos semimasivos pero aumentando el tamafio
de la racién, en vista de los resultados de nuestros experimentos a pequefia
escala, y enriqueciéndolo por el mismo motivo con un pequefio porcentaje de

alimento vivo.

En efecto los organismos sometidos a la dieta mixta de salvado de arroz
y Chaetoceros sp. presentaron una talla notahlemente mayor ane 1s lograda
con salvado solamente, Ad=amAas, se obtuvo un porcentaie del 47% de

sobrevivencia, casi dos veces mas que 2l obtenida con la diets inerts, FEsto
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indica que el complemento de microalgas fue suficiente para satisfacer los
requerimientns nutricionales de Artemia. por In mennz hasta lagrar el estado
adulto, Es posible que la presencia de bacterias dentro del cultivo semimasivo
de microalgas y de otras generadas en el mismo cultive de Artemia hayan
también servido como complementa del alimento (Teramoto v Kinoshita, 1961;
Seki, 1964; D'Agostino y Provasoli, 1968; D'Agostino, 1980), yva que dada la
discontinuidad en el cambio de agua, fue posible notar en ambhos tanques
manchas de coloracién rosada gque indicaban la presencia de hacterias. Por
otro lado, la talla de Artemia alimentada tnicamente con =alvado de arroz a
este nivel fue mayor (3.8 vs 3.1 mm) que en el experimento realizado a escala
pequefia, y ademas el niimero de dias de cultivo fue inferior y el porcentaje
de sobrevivencia més alto. Aparte de la presencia de bhacterias, esto puede
deberse a que a pequefia escala el recambio de agua era diario lo cual pudiera

resultar en un exceso de manipuleo.

sin embargo, v a pesar de haber alcanzado el estadio adultn, en el
cultivo con 1a dieta mivta no ze prezentd la formscién de parejas, nuevamente

indicando un desequilibrio entre crecimianto y desarrollc sewxual,

Al revisar los resultados de los andlisis bioguimicos de ambos cultivos,
que en amhos casas explican aprogimadamente un 80% del total de 13 hiomasa,
se ohserva que las proporciones de los componentes medidos es muy similar
y reflejan claramente la composicién del alimento ingerido. E! alto porcentaja
de carhohidrataz v 1a haja concentracidn de proteinas parecen ser indicativos

de este desequilibrio.
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IV.3 Recomendaciones para los andlisis proximales

Los anAlisis proximales realizados en laz muestras de Artemia congeladas
a -20 °C y almacenadas, por un perinda mavor de un mes, dieron como
resultado una concentracién de proteinas notoriamente menor a la reportada

por la literatura. A raiz de ésto, se llevaron a cabo estos mismos anélisis

en muéstras frescas y congeladas (mis de dos meses) de Artemia franciscana
cultivada en condiciones normales, encontrandose que las muestras congeladas
mostraron entre un 25 y un 30% menos proteinas que las frescas, mientras
que las concentracianes de carbohidratos y lipidos no variaron o cambiaron
en pocas unidadez porcentuales, En consecuencia, se recomienda analizar
las muestras en fresco o, sifuera necesario preservarlas, utilizar temperaturas
de -R0 a -70 °C, que normalmente se recomiendan para esta finalidad. Seria
en todo caso preferible almacenar y analizar a diferentes intervalos de tiempo
varias submuestras de una serie de muestras para evaluar la posibilidad de
que, aln con estas temperaturas, se puedan producir diferencias importantes

debidas al tiempo de= almacenamientao.
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V. CONCLUSIONES

- Es posible cultivar Chaetnceros sv. v Nannochlorovsis sp, a salinidades

reducidas y utilizarlas coma alimento para Artemia. La concentracién de
proteinas es similar a la que se obtiene en condicionez normales de salinidad,

pero las praparciones de carhohidrates y lipidos resultan invertidas,

- El cultivo de Artemia franciscana en agua de salinidad reducida (12

D

g Kgl) puede llevarse con éxito a nivel de lahoratorin, sin afectar
significativamente su crecimisnto, su reproduccidn ni su  composicidn

bioguimica, cuando la dieta consiste de microalgas vivas,

- Los alimentos inertes, como salvado de trigo y salvado de arroz, no
son recomendables como Gnicos componentes de la dieta de Artemia cultivada

en condiciones de salinidad reducida,

- En salinidades reducidas, con alimento vivo v en condiciones de
penumbra, se favorece la vwveloridad de arecimients. aungne na la de

reproduccién, Ademis, en este caso la repraduccidn es a través de guistes,

- En oultivos semimasivos de Artemia franciscana se puede utilizar una

dieta mixta de salvado de arroz v Chastoceraos sp., pero €3 necesario investigar
acerca de los factores que influyen acerca de la actividad reproductiva de

este organismo.
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- Segnn los resultados obtenidos hasta la fecha, al cultivo integral de

Artemia franciscana en el Centro Acuicola del Estado de Sonora es factible,

usando Chaetoceros sp. como alimenta finico o posiblemente, seatin 1o indiquen
otros ensayos a nivel piloto, con una dieta mixta con un porcentaje de
microalga superior a lo que se usd en este estudio. Por otro lado, estos
cultivos piloto son recomendables, debido a las diferencias climaticas y de
la fuente de agua salobre que existan entre los lahoratorios del CICESE, del
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la UABC y del Centro Acuicola

del Estado de Sonora.

- El almacenamiento de muestras de Artemia franciscana s -20 °C puede

afectar los resultados de su analisis proximal, principalmente causando un
decremento de 'a concentracidn d= proteinas vy, aungue en menar manera,

de los carbohidratos, Por este motive, as recomendable utilizar muestras

frescas, o preservadas a temperaturas inferiores,

- O
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